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Les canaux ioniques sont des constituants essentiels des membranes des cellules excitables, 
participant à de nombreuses fonctions physiologiques telles que la transmission nerveuse, 
l’activité cérébrale ou l’activité cardiaque. Parmi cette classe de protéines membranaires, les 
canaux potassiques sensibles à l’ATP, ou KATP, jouent un rôle primordial dans la sécrétion 
pancréatique d’insuline et participent au contrôle du tonus vasculaire ainsi que de 
l’excitabilité des cellules musculaires cardiaques et neuronales. Constitués de l’assemblage 
unique d’un récepteur membranaire appartenant à la famille des transporteurs à ATP-Binding-
Cassette (ABC), le récepteur des sulphonylurées SUR, et d’un canal potassique rectifiant 
entrant, Kir6.2, ces canaux couplent le métabolisme cellulaire au potentiel membranaire et 
constituent en ce sens un modèle naturel de biocapteur. 
 
Le caractère unique de cet assemblage tient au fait qu’en plus d’interagir physiquement 
avec Kir6.2, SUR est capable de réguler l’activité du canal suite à la fixation de ligands: ainsi, 
la fixation de nucléotides, d’activateurs ou d’inhibiteurs pharmacologiques à SUR entraîne 
des modifications des propriétés d’ouverture de Kir6.2. Si les sites d’interaction de ces 
effecteurs sont désormais connus, les mécanismes par lesquels la communication s’établit 
entre les deux sous-unités restent obscurs. La première partie de ce travail a donc été 
consacrée à la recherche des déterminants moléculaires intervenant dans le couplage 
fonctionnel du récepteur des sulphonylurées SUR au canal potassique rectifiant entrant 
Kir6.2. Utilisant une stratégie chimérique, nous avons identifié une région C-terminale de 
l’isoforme SUR2A essentielle aux mécanismes d’activation du canal, assurant le lien entre la 
fixation de ligands à SUR et l’ouverture de Kir6.2. 
 
Parallèlement à ce travail, nous avons utilisé notre connaissance du modèle du canal KATP 
pour développer, dans le cadre du projet européen Receptronics, un nouveau type de 
biocapteur fondé sur le couplage fonctionnel entre Kir6.2 et d’autres récepteurs membranaires 
substitués à SUR. L’essor du criblage haut-débit de molécules pharmacologiques implique 
une miniaturisation nécessitant un affranchissement des systèmes de détection cellulaires ainsi 
que des techniques à base de fluorescence ou de radioactivité classiquement employés. De ce 
fait, le développement de capteurs électriques moléculaires représente une solution 
séduisante, et la mise au point de systèmes intégrant sur puce électronique des récepteurs 
artificiellement couplés avec des canaux ioniques, ou Ion Channel Coupled Receptors 




d’un ligand spécifique sur le récepteur entraînerait l’activation du canal et l’apparition de flux 
ioniques mesurables en temps réel via l’interface électronique. Dans cette optique, avons 













































Représentation schématique du canal KATP, biocapteur naturel, et des biocapteurs électriques 
artificiels basés sur son modèle. La fixation d’un ligand à SUR entraîne l’ouverture de 
Kir6.2. Dans le cas des biocapteurs artificiels, SUR est remplacé par un récepteur X.  
 
Notre choix s’est porté sur les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Ceux-ci 
constituent l’une des plus larges familles de récepteurs membranaires, impliqués dans de 
nombreux processus physiologiques (et pathologiques) tels que le contrôle de l’excitabilité 
neuronale et cardiaque, et sont des cibles pharmacologiques majeures. De plus, certains 
d’entres eux interagissent naturellement avec des canaux ioniques et régulent leur activité, ce 
qui en fait de bons candidats pour une telle approche. Ainsi, par ingénierie protéique, nous 
avons créé deux modèles d’ICCR impliquant respectivement les récepteurs muscarinique M2 


































Pré-requis: propriétés électriques des 
 








1. Rôles et caractéristiques générales des membranes 
 
Toutes les cellules de l’organisme sont limitées par une membrane plasmique hydrophobe 
garantissant l’intégrité cellulaire et permettant la compartimentation, la régulation des 
échanges cellule/environnement, ou encore le contrôle des flux d’informations entre les 
cellules. En plus de cette membrane plasmique, les cellules eucaryotes sont également dotées 
de membranes internes délimitant des organites intracellulaires et assurant quelques-uns des 
rôles fondamentaux des mitochondries, chloroplastes ou lysosomes. 
La membrane plasmique est principalement composée de lipides (phospholipides, 
glycolipides et cholestérol) organisés en deux feuillets tête-bêche formant une barrière 
physique imperméable entre le milieu extracellulaire et le cytoplasme. Les autres composants 
essentiels de la membrane sont les protéines membranaires, assurant les fonctions de transport 
et de communication avec le milieu extracellulaire indispensables à la survie cellulaire. 
Celles-ci peuvent être intrinsèques ou extrinsèques selon qu’elles traversent intégralement la 
















Figure 1 : Représentation schématique de la membrane plasmique. 
 




molécules hydrosolubles. Le transport des ions et des molécules polaires telles que les sucres 
ou les acides aminés est donc assuré par des protéines transmembranaires spécialisées: les 
transporteurs et les canaux ioniques. Les transporteurs utilisent l’énergie de gradients de 
concentration (transport passif) ou de l’hydrolyse de l’ATP (transport actif) pour faire passer 
des ions ou des molécules d’un côté à l’autre de la membrane (vitesse de transport comprise 
entre 10 et 103 molécules par seconde). Les canaux ioniques laissent passer spécifiquement 
des ions (flux allant jusqu’à 107 voir 108 ions par seconde) et leurs ouverture/fermeture sont 
régulées par différents facteurs suivant la nature des canaux considérés: variation du potentiel 
membranaire, de la pression, ou encore fixation d’un ligand. 
 
2. Propriétés électriques des membranes et canaux ioniques 
 
Les canaux ioniques sont des éléments essentiels des membranes des cellules excitables. 
Permettant le passage d’ions (les ions ne diffusent pas spontanément à travers la bicouche 
lipidique qui leur est imperméable), ils interviennent dans la modulation du potentiel de 
membrane, engendrent des signaux électriques, et régulent des flux d’ions. Ils contrôlent 
également le volume cellulaire, l’excitation des cellules nerveuses et musculaires (propagation 
rapide de signaux électriques sur de longues distances), la transmission synaptique, la 
contraction musculaire, et certains phénomènes de sécrétion entre autres activités (Hille, 
2001). 
L’étude de ces canaux repose essentiellement sur la mesure des phénomènes électriques 
qu’engendrent les flux ioniques qui les traversent. Tout courant électrique I (en ampères A) 
est défini par un flux de charges passant par un point donné par unité de temps (seconde): les 
courants ioniques correspondent donc à des flux d’ions passant par un point donné (canal 
ionique) par seconde, et sont généralement compris entre quelques picoampères (pA) et 
quelques microampères (µA) suivant que l’on observe l’activité d’un ou plusieurs canaux 
simultanément. Par convention, l’intensité I d’un courant dit « entrant » (flux entrant de 
cations ou sortant d’anions) est négative, et positive pour un courant dit « sortant » (flux 
sortant de cations ou entrant d’anions). 
Comme toute particule chargée, un ion gagne ou perd de l’énergie en se déplaçant d’un 
point à un autre de potentiels différents, cette différence de potentiel étant notée ∆V (en volts, 
V). C’est ce qui se produit lorsqu’un ion passe d’une face à l’autre de la membrane plasmique 




externe de la membrane est appelée potentiel de membrane, noté Em: 
 
extm VVE −= int  (1) 
 
On appelle généralement potentiel de repos (Er) le potentiel de membrane lorsque la cellule 
est à l’état d’équilibre et qu’aucun courant net de charges ne traverse la membrane. Par 
convention, on dit qu’on dépolarise la membrane lorsqu’on applique un potentiel moins 
négatif (ou plus positif) que Em et qu’on l’hyperpolarise lorsqu’on applique un potentiel plus 
négatif (ou moins positif). La valeur du potentiel de membrane Em dépend des potentiels 
d’équilibres respectifs de l’ensemble des ions perméants présents de part et d’autre de la 
membrane plasmique, et donc des concentrations respectives de ces ions de chaque côté de la 
membrane. Cette valeur se rapproche généralement du potentiel d’équilibre de l’ion x (Ex) le 
plus perméant (conductance ionique dominante), donné par la loi de Nernst (équation (4)). Au 
repos, la membrane étant plus perméable aux ions K+ que Na+, Ca2+ et Cl-, le potentiel de 
repos de la cellule est donc proche du potentiel d’équilibre de l’ion K+, et est généralement 
compris entre -50 et -80 mV. 
 
Du fait de son épaisseur (3 nm environ) et de son imperméabilité aux ions, la membrane 
plasmique peut être schématiquement assimilée à un condensateur de capacité C (en farads, F) 
capable d’accumuler des charges (Q, en Coulombs C) en réponse à l’application de variations 






=  (2) 
 
Dans son état ouvert, un canal ionique peut être assimilé à une résistance. Par commodité, 
on parle dans le cas des canaux ioniques de conductance γ ou G (en Siemens, S) plutôt que de 
résistance R, la conductance étant l’inverse de la résistance (G = 1 / R), pour exprimer la 
facilité avec laquelle un courant traverse un canal. Cette conductance est définie par la loi 






   IRE ×=  ou  EGI ×=  (3) 
 
où la tension U (différence de potentiel électrique) est remplacée par le potentiel de 








Figure 2 : La membrane plasmique se comporte comme un condensateur électrique (capacité 
C) monté en parallèle avec une résistance R (ou conductance G). 
 
On peut donc représenter un canal ionique comme un circuit électrique avec une résistance 
(ou conductance = canal), un interrupteur (état ouvert / état fermé du canal) et une pile 
(potentiel d’inversion du courant ionique). Si le canal est très sélectif et perméable à un seul 





Figure 3 : Représentation schématique du circuit électrique correspondant à un canal 
ionique. 
 
Dans les cellules eucaryotes, la distribution des ions de part et d’autre de la membrane est 
inégale: les ions Na+, Ca2+ et Cl- sont plus concentrés à l’extérieur qu’à l’intérieur des 
cellules, et inversement pour les ions K+ (Tableau 1). Ces gradients de concentration, produits 
de l’activité de transporteurs actifs et de l’imperméabilité membranaire vis-à-vis des ions, sont 




















Tableau 1 : Concentrations moyennes des espèces ioniques libres à l’intérieur et à l’extérieur 
d’une cellule de mammifère. 
 
De ce fait, les ions K+, en excès à l’intérieur de la cellule, ont tendance à sortir par 
diffusion passive sous l’effet de leur gradient de concentration. Néanmoins, les flux ioniques 
ne sont pas régis uniquement par les gradients chimiques: les ions étant des espèces chargées, 
leur répartition inégale de part et d’autre de la membrane induit l’apparition de gradients 
électriques. La somme de ces deux gradients permet de définir le potentiel électrochimique 
d’équilibre de l’ion x considéré, ou potentiel de Nernst, indiquant la valeur de potentiel à 























TRE ln  (4) 
 
avec Ex, le potentiel d’équilibre de l’ion x considéré 
 R, la constante des gaz parfaits 
 T, la température absolue (en kelvins, K) 
 z, la valence de l’ion x considéré 
 F, la constante de Faraday 
 [x]i et [x]e, concentrations intra- et extracellulaires de l’ion x considéré 
 
Un flux de 107 ions monovalents (cas du K+) par seconde à travers un canal correspond à 
un courant électrique d’une intensité de 1,6 pA. L’intensité de courant unitaire i traduit la 








( ) ionionionm irEEV ×=−=∆  (5) 
donc  ( )ionmionion EEi −×= γ  
 
avec γion, la conductance du canal (inverse de la résistance rion) 
 Em, le potentiel de membrane 
 Eion, le potentiel d’équilibre de l’ion 
 Em-Eion, la force électromotrice (driving force) appliquée à l’ion 
 
Si on généralise à l’ensemble de la cellule, l’intensité de courant I traversant l’ensemble 
des canaux est notée: 
 
)( ionmionion EVgI −×=  (6) 
 
avec  gion, la conductance pour l’ion considéré de l’ensemble des canaux de la cellule 
 
On parle alors non plus de courants unitaires mais de courants macroscopiques. 
 
Très souvent, l’étude d’un canal ionique donné passe par la construction, grâce à la 
technique du patch-clamp (Neher et Sakmann, 1976; cf. partie Matériel et Méthodes), de 
courbes de courant (I) représenté comme une fonction du potentiel imposé (V), ou courbes 
« I-V », constituant la signature du canal. Si on se place en conditions équimolaires de part et 
d’autre de la membrane, le flux de courant à travers un canal idéal suit alors la loi d’Ohm et la 


























Figure 4 : Variation de courant en fonction du potentiel de membrane dans le cas où les 
concentrations en ion K+ sont identiques (a; EK = 0) et différentes (b; EK = + 60 mV) de part 
et d’autre de la membrane. La pente donne la valeur de la conductance γ. 
 
Le potentiel d’inversion mesuré EK nous donne une indication sur la nature des flux d’ions 
à l’origine du courant observé, tandis que la conductance γ nous renseigne sur le nombre de 



























1. Architecture moléculaire des canaux KATP 
 
Produits de l’assemblage unique d’un récepteur membranaire de la famille des 
transporteurs à ATP-binding cassette (ABC) et d’un canal potassique, les canaux potassiques 
sensibles à l’ATP (KATP) sont des canaux potassiques rectifiant entrants inhibés par l’ATP et 
activés par le MgADP. Cette sensibilité particulière aux nucléotides adénylés intracellulaires 
leur confère un rôle primordial au sein des cellules excitables où ils couplent le métabolisme 
cellulaire au potentiel de membrane. Présents au sein de tissus variés tels que les muscles 
cardiaques, les muscles squelettiques et muscles lisses, les neurones ou encore le pancréas, ils 
interviennent de ce fait dans de nombreuses fonctions essentielles telles que le contrôle de la 
durée du potentiel d’action cardiaque, de la relaxation des muscles vasculaires lisses, de la 
libération de neurotransmetteurs ou encore de la sécrétion d’insuline. 
 
1.1 Composition moléculaire et stoechiométrie du canal KATP 
 
Les canaux KATP résultent de l’assemblage de deux sous-unités: le canal sélectif au 
potassium rectifiant entrant Kir6.x (∼450 acides aminés), associé au récepteur des 
sulphonylurées SUR (∼1600 acides aminés). Suivant les tissus considérés, on trouve deux 
isoformes différentes de Kir6.x (i.e. Kir6.1 dans les muscles lisses et Kir6.2 dans le pancréas, 
le cerveau, le cœur et les muscles squelettiques) et trois isoformes de SUR (i.e. SUR1 dans le 
pancréas, SUR2A dans le cœur et les muscles squelettiques, et SUR2B au niveau des muscles 
lisses des vaisseaux sanguins). De structure hétérooctamérique, les canaux sont constitués 
d’un pore central formé de quatre sous-unités Kir6.2, entouré par quatre sous-unités SUR 
(Clement et al., 1997) jouant un rôle régulateur (Figure 5). L’ensemble forme un complexe 
d’environ 950 kDa. La présence simultanée des deux sous-unités est indispensable pour que le 
canal soit fonctionnel à la membrane plasmique (Inagaki et al., 1995a), et leur association 
physique a été confirmée dans le cas du canal KATP cardiaque par des études de co-
immunoprécipitation (Lorenz et Terzic, 1999). 
A l’image de nombreux autres membres de la famille des canaux potassiques rectifiant 
entrants (Kir), Kir6.2 s’assemble en tétramère pour former le pore potassique central des 
canaux KATP (Clement et al., 1997; Shyng et Nichols, 1997). La stoechiométrie finale du 
complexe a pu être déterminée grâce à l’utilisation de tandems SUR1-Kir6.2 fusionnés: la 




contrairement aux tandems SUR1-Kir6.2-Kir6.2 ne permettant pas spontanément la formation 
de canaux sauf si ils ont coexprimés avec SUR1. Ceci indique que chaque sous-unité Kir6.2 
requiert une sous-unité SUR et suggère qu’une stoechiométrie 1:1 est nécessaire pour le bon 
fonctionnement des canaux (Clement et al., 1997; Inagaki et al., 1997). La structure 
octamérique du canal KATP a été confirmée par des études biochimiques qui montrent que la 
masse moléculaire du complexe est d’environ 950 kDa, ce qui correspondrait à quatre sous-
unités SUR1 et quatre sous-unités Kir6.2 (Clement et al., 1997) (Figure 5). 
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Figure 5 : Topologie et stoechiométrie du canal KATP. Kir6.2 possède deux hélices 
transmembranaires et un site de liaison des nucléotides; SUR possède trois domaines 
transmembranaires (TMD0,1&2) et deux domaines de liaison des nucléotides (NBD1&2) 
comportant les séquences consensus Walker A, Walker B et Linker L (= signature ABC). La 
présence de signaux de rétention dans le réticulum endoplasmique sur les deux sous-unités 




De plus, la structure tridimensionnelle du complexe en microscopie électronique à basse 
résolution (18Å) (Mikhaïlov et al., 2005) confirme cette stoechiométrie avec quatre sous-
unités SUR englobant un pore central formé de quatre sous-unités Kir6.2. 
 
 1.2 Assemblage et adressage 
 
Les modalités d’assemblage du canal in vivo sont encore méconnues, mais certains 
résultats suggèrent que SUR1 interagit rapidement avec Kir6.2 monomérique dans le 
réticulum endoplasmique, et non pas avec des tétramères de Kir6.2, et stabilise cette forme 
monomérique. La formation du complexe octamérique se ferait alors à partir de ces 
hétéromères SUR1/Kir6.2 (Crane et Aguilar-Bryan, 2004). Un certain nombre de zones 
d’interaction entre sous-unités potentiellement mises en jeu au cours de cette assemblage ont 
été rapportées: ainsi, le domaine N-terminal TMD0 de SUR1 s’associe fortement à Kir6.2 et 
module son adressage ainsi que ses propriétés d’ouverture (Chan et al., 2003; Fang et al., 
2006), de même qu’un segment cytoplasmique de SUR2A reliant les domaines TMD2 et 
NBD2 interagit également avec Kir6.2 et perturbe l’adressage du canal natif lorsqu’il est 
coexprimé avec SUR2A et Kir6.2 (Rainbow et al., 2004a/2004b). 
L’observation de Tucker et al. (1997) que Kir6.2 tronqué de ses trente-six résidus C-
terminaux est capable de former en absence de SUR des canaux donnant lieu à des courants à 
la membrane plasmique s’explique par la présence dans ces trente-six résidus d’une séquence 
riche en arginines de trois acides aminés, RXR (Figure 5), qui agit comme signal de rétention 
de la protéine dans le réticulum endoplasmique (Zerangue et al., 1999). Un signal identique 
est présent chez SUR, localisé dans le segment cytoplasmique reliant les domaines TMD1 et 
NBD1. Ce signal interviendrait au moment de l’assemblage des canaux KATP et interagirait 
avec des dimères de protéine 14-3-3 (Yuan et al., 2003): dans un premier temps, SUR1 
masquerait stériquement le signal de rétention de Kir6.2, puis 14-3-3 masquerait celui de 
SUR1, permettant ainsi la sortie du réticulum endoplasmique et l’adressage à la membrane 










Signaux de rétention = RXR
 
 
Figure 6 : Modèle hypothétique d’assemblage des canaux KATP dans le réticulum 
endoplasmique (d’après Heusser et al., 2006). SUR1 s’associe avec Kir6.2 et masque son 
signal de rétention. 14-3-3 reconnaît ensuite Kir6.2 puis masque le signal de rétention de 
SUR1, permettant la sortie du réticulum et l’adressage à la membrane plasmique du 
complexe. 
 
L’assemblage hétérodimérique confirme l’idée selon laquelle une interaction transitoire 
entre 14-3-3 et les dimères SUR/Kir6.2 pourrait être un facteur clé de la rétention au niveau 
du réticulum endoplasmique et du contrôle qualité des canaux natifs. 
D’autres facteurs modulent également la présence à la membrane plasmique des canaux 
KATP par des mécanismes méconnus. Par exemple, l’application de sulphonylurées permet de 
rétablir l’expression à la membrane plasmique de canaux porteurs de mutations dans SUR1 
prévenant leur association avec Kir6.2 (Yan et al., 2004), de même que le fait de diminuer la 




2. Kir6.x, canal potassique rectifiant entrant 
 
Les canaux Kir6.x appartiennent à la famille des canaux potassiques rectifiant entrants (en 
anglais: K+ inward rectifier, ou Kir). Il en existe deux isoformes chez l’homme, de 
localisations tissulaires distinctes, Kir6.1 (Ämmälä et al., 1996; Yamada et al., 1997) et 
Kir6.2 (Inagaki et al., 1995a, 1995b, 1995c; Sakura et al., 1995a, 1995b), l’isoforme Kir6.2 
étant principalement exprimée dans les cellules β pancréatiques, le cerveau, le coeur et le 
muscle squelettique, tandis que Kir6.1 s’exprime essentiellement dans le muscle lisse. Une 
troisième isoforme, Kir6.3, a récemment été identifiée chez le poisson zèbre (Zhang et al., 
2006). Les trois isoformes sont extrêmement proches et partagent ∼70 % d’identité de 
séquence en acides aminés, les seules divergences de séquences entre ces isoformes étant 
concentrées au niveau de la boucle extracellulaire entre les deux hélices transmembranaires 
M1 et M2 et dans la partie C-terminale cytoplasmique. Le gène codant pour Kir6.2 (kcnj11) 
est dépourvu d’introns et semble apparié à celui de SUR1, puisqu’il le suit immédiatement sur 
le chromosome 11 au niveau du locus 11p15.1 (Inagaki et al., 1995b). Les gènes codant pour 
Kir6.1 (kcnj8), contenant 3 exons, et SUR2 sont eux localisés sur le chromosome 12, 
respectivement aux loci 12p11.23 et 12p12.1 (Inagaki et al., 1995c; Chutkow et al., 1996). 
 
 2.1 Les canaux Kir 
 
  2.1.1 Famille des canaux Kir 
 
La famille des canaux Kir humains comporte 17 membres répartis dans sept sous-familles, 
de Kir1.1 à Kir7.1 (Reimann et Ashcroft, 1999). Les liens évolutifs entre ces diverses sous-







Figure 7 : Arbre phylogénétique représentant les sous-familles de canaux potassiques 
rectifiant entrants Kir. Chaque sous-famille est composée de membres partageant entre 50 et 
60 % d’identité de séquence, et les différentes sous-familles présentent entre 30 et 40 % 
d’identité entre elles (d’après Reimann et Ashcroft, 1999). 
 
Les canaux Kir remplissent deux principaux rôles physiologiques: ils stabilisent le 
potentiel membranaire de repos proche du potentiel d’équilibre du potassium, et ils assurent le 
transport d’ions K+ à travers les membranes (Nichols et Lopatin, 1997; Doupnik et al., 1995). 
Les différents membres de cette famille de canaux sont caractérisés par des localisations 
tissulaires et des tâches différentes. La famille des canaux Kir1.x est impliquée dans le 
transport au niveau des membranes transépithéliales, en particulier dans le rein. La famille 
Kir2.x contrôle l’excitabilité du coeur et du cerveau. Kir3.x forme des canaux activés par des 
protéines G et contrôle les effets des récepteurs couplés aux protéines G sur l’activité du 
coeur, des nerfs et des cellules neurosécrétrices (Yamada et al., 1998). Kir4.1 semble jouer un 
rôle important dans la régulation de nombreuses fonctions au niveau des cellules gliales. Les 
canaux potassiques sensibles à l’ATP (KATP), composés des sous-unités Kir6.x et SUR, sont 
régulés par les nucléotides cytosoliques et lient le métabolisme cellulaire à l’activité 
électrique et au flux d’ions K+ (Ashcroft et Gribble, 1998). Ils interviennent notamment dans 
la régulation de la sécrétion d’insuline au niveau pancréatique, la réponse à une ischémie 
cérébrale ou cardiaque et le contrôle du tonus vasculaire des muscles lisses. Les rôles 




 S’ils jouent des rôles divers, tous les canaux Kir sont néanmoins unis par des propriétés 
communes, à commencer par leur capacité à exercer une rectification entrante des courants. 
 
  2.1.2 Rectification 
 
Les canaux Kir sont dits rectifiant entrants, c'est-à-dire qu’ils favorisent les flux d’ions 
entrants par rapport aux flux sortants. En d’autres termes, ils conduisent plus le courant quand 
le potentiel de membrane est hyperpolarisé que quand il est dépolarisé. Cette propriété résulte 
principalement d’un blocage voltage-dépendant des courants sortants par des cations 
cytoplasmiques, essentiellement le Mg2+ et les polyamines, qui entrent dans le pore sous 




Figure 8 : Le magnésium intracellulaire est responsable de 
la rectification entrante. Les ions Mg2+ bloquent  la sortie 
des ions K+ du canal Kir1.1 quand le potentiel est positif, de 
façon d’autant plus importante que sa concentration 
augmente. Ce blocage est dépendant du potentiel puisque 
les ions Mg2+ affectent uniquement le courant sortant, et 
que le courant entrant est peu modifié (d’après Aschroft, 
2000). 
 
Aux potentiels positifs, ces cations interagissent avec des résidus chargés négativement de 
l’hélice transmembranaire M2 et/ou de la partie C-terminale et obstruent le pore, induisant la 
rectification entrante (Figure 8). Il a été suggéré que les polyamines se lient au site C-terminal, 
qui devient ainsi chargé positivement et qui agirait comme un domaine inactivateur en 
bloquant le pore de son côté cytoplasmique de manière analogue à l’inhibition des canaux 
potassiques voltage-dépendants (Lee et al., 1999). 
 





Les canaux Kir sont des tétramères de quatre sous-unités identiques (homomères) ou 
distinctes (hétéromères) qui ont chacune deux domaines transmembranaires TM liés par une 
boucle contenant la signature des canaux potassiques GYG ou GFG (Nichols et Lopatin, 
1997; Doupnik et al., 1995) (Figure 9). Kir1.x, Kir2.x et Kir6.x sont des homotétramères in 
vivo, à l’inverse des canaux Kir3.x qui existent sous forme d’hétéromères dans le cerveau 




Figure 9 : Exemples de topologies de canaux Kir. Chaque sous-unité est constituée de deux 
domaines transmembranaires reliés par une boucle formant le pore. Les extrémités N et C-
terminale sont intracellulaires, avec une extrémité C-ter plus longue et contenant des résidus 
impliqués dans l’interaction avec le PIP2. Les résidus impliqués dans la rectification, la 
modulation par le PIP2, l’inhibition par l’ATP ou par les protons sont indiqués ainsi que les 
régions impliquées dans la régulation par le Gβγ, les nucléotides, les ouvreurs potassiques ou 
les sulphonylurées. RKR désigne le motif de rétention au réticulum endoplasmique des sous-
unités SUR et Kir6.2 (d’après Reimann et Ashcroft, 1999). 
 
Le cas des canaux Kir6.x est unique dans la mesure où ils s’associent à une sous-unité 
régulatrice – le récepteur des sulphonylurées (SUR) – pour former un canal octamérique de 





La publication des premières structures cristallographiques de canaux potassiques a permis 
de préciser l’organisation des canaux Kir. L’analyse cristallographique de KcsA (Doyle et al., 
1998) – canal potassique de la bactérie Streptomyces lividans – révèle une architecture 
tétramèrique avec quatre sous-unités identiques disposées symétriquement et délimitant un 
pore central. Chaque sous-unité contient deux hélices α transmembranaires (TM1 et TM2), 
liées par une boucle de 30 acides aminés qui forme le pore et contient la séquence signature 
des canaux potassiques (GYG). Les quatre hélices TM2 forment un tipi inversé. Comme le 
suggérait les analyses mutationnelles, le pore forme un filtre de sélectivité étroit (longueur ∼8 
Å), proche de face extracellulaire, contenant les résidus TVGYG conservés dans tous les 
canaux potassiques. La sélectivité résulte de l’interaction de l’ion K+ déshydraté avec les 
groupes carbonyles des liaisons peptidiques reliant les résidus formant le filtre de sélectivité. 
La chaîne latérale de la tyrosine du motif GYG pointe à l’extérieur de la lumière du pore et 
son interaction avec les résidus adjacents permet de fixer le diamètre du pore pour une 
chélation optimale des ions K+. Sous ce filtre de sélectivité s’étend une large cavité (10 Å de 





Figure 10 : Sites de liaison du K+ sur KcsA. (A) Représentation de deux sous-unités de KcsA 
disposées symétriquement, permettant de distinguer le filtre de sélectivité et la cavité 
membranaire du canal (d’après Gulbis et Doyle, 2004). (B) Représentation du filtre de 
sélectivité de KcsA avec les ions K+ (1-4) localisés au niveau des quatre sites de liaison; le 
site 1 est proche de la face extracellulaire tandis que le site 4 est proche de la cavité aqueuse 




En milieu aqueux, les ions K+ sont entourés par les atomes d’oxygène des molécules d’eau 
formant une sphère de solvatation. Le filtre de sélectivité de KcsA reproduit cette sphère de 
solvatation (Figure 10): chaque ion K+ est entouré par quatre atomes d’oxygènes (carbonyles 
des résidus de la chaîne principale formant le filtre). Il permet ainsi la déshydratation, le 
transfert et la réhydratation d’un ion K+ en ∼10 ns. 
 
Le filtre de sélectivité contient quatre sites successifs de fixation: deux ions se trouvent 
simultanément dans le filtre de sélectivité, et passent d’une première configuration K+-H2O-
K+-H2O, où les sites 4 et 2 sont occupés, à une configuration H2O-K+-H2O-K+, où les sites 3 
et 1 sont occupés. L’arrivée d’un nouvel ion K+ depuis la cavité au niveau du site 4 entraîne la 
libération de l’ion K+ présent dans le site 1 dans le milieu extracellulaire (Figure 11).  
 
 
Figure 11 : Cheminement des 
ions K+ à travers KcsA. a.On 
distingue 7 sites principaux 
pour les ions K+ le long du pore 
(bleu). b. deux configurations 
(inner et outer) sont envisagées 
(Miller, 2001 ; Zhou et al., 
2001) 
 
L’essentiel du mécanisme de conduction des ions K+ décrit chez KcsA est généralisable à 
l’ensemble des canaux potassiques. Initialement, un certain nombre de travaux portant sur 
Kir2.1 suggéraient l’existence de distinctions entre les canaux Kir et KcsA, tant en termes de 
taille du pore que de mécanisme de sélectivité ou d’organisation des hélices 
transmembranaires M1 et M2 (Lu et al., 1999; Silvermann et al., 1998; Minor et al., 1999). 




dérivés du méthanethiosulfonate a permis de montrer que les structures et tailles respectives 
des pores des canaux Kir, et plus largement des canaux potassiques, sont semblables 
(Loussouarn et al., 2001). 
 
Depuis la première structure en trois dimensions du canal potassique KcsA (Doyle et al., 
1998) de nouvelles structures représentatives des trois grandes familles de canaux potassiques 
sont sorties : MthK, canal calcium-dépendant (Jiang et al., 2002) ; KVAP et KV1.2, canaux 
voltage-dépendant (Jiang et al., 2003; Long et al., 2007) et les canaux rectifiant entrants 
KirBac1.1 (Kuo et al., 2003) et Kir3.1 (Nishida et al., 2007) (la structure du canal bactérien 
KirBac3.1 devrait également être prochainement publiée, Gulbis et al., en préparation). Même 
si l’architecture du pore est semblable, les structures présentent une variabilité de 
conformation considérable (Figure 12). 
 
 
Figure 12 : Architecture de 
canaux K+. Deux sous-unités 
des trois familles de canaux K+ 
sont représentées et illustrent la 
variabilité conformationnelle 
qui les distingue (d’après 
Gulbis et Doyle, 2004). 
 
Notre centre d’intérêt étant les canaux Kir, nous nous focaliserons ici sur les structures des 
canaux KirBac1.1 et Kir3.1. La structure de KirBac1.1 consiste en une section membranaire 
en hélices α et en un domaine intracellulaire essentiellement en feuillets β. On distingue cinq 
régions: le filtre de sélectivité, la cavité, l’entrée, les liaisons flexibles et le vestibule 
cytoplasmique (Figure 13). Cette structure permet l’identification de contacts 
intramoléculaires qui sont responsables de la complète occlusion du pore sur la face 
intracellulaire de la membrane. Ces contacts sont supposés être « la porte d’activation » de 









Figure 13 : Structures des canaux potassiques rectifiant entrants KirBac1.1 et Kir3.1 
chimérique. Dans les deux cas, on distingue nettement cinq domaines: le filtre de sélectivité, 
la cavité, l’entrée, les liaisons flexibles et le vestibule cytoplasmique. 
 
Le canal KirBac1.1 adopte une forme de sablier, résultant d’une constriction du pore sur la 
face intracellulaire due à un réseau de liaisons hydrogènes impliquant les domaines 
intracellulaires. Trois ions occupent le filtre de sélectivité dans la structure de KirBac1.1, ce 
qui correspond à la moyenne de deux configurations: une ou un ion occupe le site central, et 
une avec deux ions occupant deux sites distants de 7 Å. 
La structure du canal chimérique Kir3.1 a été obtenue en remplaçant les trois quarts du 
pore transmembranaire de Kir3.1 par la zone équivalente du canal bactérien KirBac1.3 
(Nishida et al., 2007). Elle révèle une grande similitude avec KirBac1.1 et un filtre de 
sélectivité identique aux autres canaux K+ de structures connues, indiquant que la sélectivité 
au K+ requiert une conservation extrême de la structure tridimensionnelle. En outre, on 
observe la présence de deux constrictions, au niveau du paquet d’hélices cytoplasmique et à 
l’apex du pore cytoplasmique, pouvant jouer le rôle de porte du canal. 
 
  2.1.4 Régulation et pathologies associées 
 





Les canaux Kir sont modulés par une grande variété de ligands intracellulaires, incluant le 
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2), l’ATP, les protons et les sous-unités Gβγ des 
protéines G hétérotrimériques. 
 
Le régulateur le plus commun des Kir est le PIP2, qui régule entre autres Kir1.1, Kir2.1, 
Kir3.1/Kir3.4, et Kir6.2 (Huang et al., 1998). Une caractéristique de la plupart de ces canaux 
est que leur activité s’éteint lentement après l’excision du patch, phénomène désigné par le 
terme de « rundown » (Becq, 1996). Le « rundown » résulterait d’une perte graduelle de 
phospholipides membranaires (PIP2) suite à l’excision du patch. En effet, l’application de 
PIP2 ou de MgATP, qui augmente la formation de PIP2 endogène, permet de se débarrasser de 
ce phénomène (Hilgemann et Ball, 1996). Le PIP2 aurait donc une influence activatrice, 
même si il a également été décrit comme inhibant l’activité de KirBac1.1 reconstitué en 
liposomes (Enkvetchakul et al., 2005). A l’heure actuelle, la manière dont le PIP2 active 
directement les canaux Kir reste méconnue. La liaison du PIP2 aux canaux ferait intervenir 
des interactions électrostatiques, des liaisons hydrogène et/ou des interactions hydrophodes 
(Fan et Makielski, 1997) entre des résidus basiques, hydrophobes et hydrophiles et la tête 
phosphate du PIP2. Ce processus stabiliserait les canaux dans un état conformationnel ouvert 
(Huang, 2007). 
Le PIP2 est également capable de moduler l’activité des Kir indirectement. Ainsi, 
l’activation des canaux hétéromériques Kir3.1/Kir3.4 par les sous-unités Gβγ ou par le Na+ 
dépend du PIP2 (Sui et al., 1998). Réciproquement, l’interaction entre le PIP2 et Kir3.x est 
stabilisée par Gβγ (Huang et al., 1998). Le phospholipide diminue également la sensibilité des 
canaux KATP pour l’ATP (Shyng et Nichols, 1998; Baukrowitz et al., 1998). Le mécanisme 
par lequel le PIP2 modifie la sensibilité à l’ATP n’est pas encore connu mais plusieurs 
hypothèses ont été émises (Fan et Makielski, 1997; Shyng et Nichols, 1998; Baukrowitz et al., 
1998): (i) le PIP2 agirait de manière indirecte sur la probabilité d’ouverture du canal; (ii) le 
PIP2 et l’ATP seraient en compétition du fait d’un chevauchement de leurs sites de liaison sur 
Kir6.2 (Nichols, 2006); (iii) la diminution de la concentration en ATP locale résulterait des 
effets électrostatiques des charges négatives du PIP2. 
 
Les membres de la famille Kir3.x sont également régulés par les sous-unités Gβγ de 
protéines G hétérotrimériques. C’est notamment le cas de Kir3.1 qui présente deux motifs, un 
au niveau du C-ter et un au niveau du N-ter, impliqués dans la liaison du complexe Gβγ 




d’affinité pour le ligand (Huang et al., 1995). Les extrémités N-ter et C-ter se lient également 
entre elles, ce qui semble favoriser la liaison du Gβγ. Kir3.2 et Kir3.4 possèdent les mêmes 
motifs aux extrémités N-ter et C-ter proximales, mais ne présentent pas les motifs à 
l’extrémité C-ter distale (Doupnik et al., 1995 ; Huang et al., 1995). L’activation par le GTP 
des canaux cardiaques Kir3.1 + Kir3.4 montre une coopérativité positive et corrobore 
l’hypothèse selon laquelle quatre Gβγ doivent se lier pour activer le canal. 
 
   2.1.4.b Pathologies associées aux canaux Kir 
 
Un certain nombre de mutations dans les gènes codant pour les canaux Kir sont 
responsables de maladies héréditaires chez l’homme et chez la souris (Tableau 2). Ainsi, 
certaines mutations dans le gène codant pour le canal Kir1.1 sont associées au syndrome de 
Bartter de type III, un désordre du tubule rénal caractérisé par des rejets salés, une 
hypocalcémie et une acidose métabolique. Les mutations de Kir1.1 qui ont été analysées 
fonctionnellement révèlent soit une abolition soit une diminution marquée des courants Kir1.1 
(Derst et al., 1997).  
Des mutations dans le gène kcnj2 codant pour le canal Kir2.1 sont associées à plusieurs 
pathologies: (i) syndrome d’Andersen (ou syndrome du QT long 7), caractérisé par des 
paralysies périodiques, ectopie ventriculaire,  dysmorphies; (ii) syndrome du QT court ou 
encore (iii) fibrillations atriales (Terzic et al., 2008). 
Le canal Kir3.2 est également associé à une pathologie murine, dite des souris weaver. La 
souris weaver résulte d’une mutation dans le pore de Kir3.2, ce qui rend le canal perméable 
aux ions Na+. La mutation conduit à une mort sélective des neurones du cerveau et ainsi à une 
démarche ataxique caractéristique du phénotype weaver. Des animaux homozygotes knock-
out qui n’expriment pas Kir3.2 ne présentent pas d’ataxie et leur cerveau a une morphologie 
normale (Signorini et al., 1997). Ainsi, il semble que l’augmentation de l’influx de Na+, plutôt 
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  Partiseti et 
al., 1998 
 
Tableau 2 : Canaux potassiques rectifiant entrants et principales  pathologies associées. 
 
Les pathologies associées aux mutations dans le gène kcnj11 codant pour Kir6.2, telles que 
l’hypoglycémie hyperinsulinémique persistante du nourrisson (PHHI) et le diabète seront 
présentées par la suite. 
 
 2.2 Cas particulier de Kir6.1 et Kir6.2 
 




Kir6.1 est une protéine de 424 acides aminés initialement identifiée dans les îlots 
pancréatiques de rat (Inagaki et al., 1995b). Elle est exprimée de manière ubiquitaire (Yamada 
et al., 1997), notamment dans la membrane des cellules musculaires lisses dans lesquelles 
Kir6.1 est le seul canal Kir6.x exprimé (Suzuki et al., 2001). Elle a également été mise en 
évidence dans la membrane interne des mitochondries (Suzuki et al., 1997a), suggérant 
qu’elle compose le pore des canaux KATP mitochondriaux, mais cette hypothèse n’a pas été 
confirmée à ce jour et reste très controversée. 
Kir6.2 a été clonée à partir d’une banque génomique humaine en utilisant Kir6.1 comme 
sonde (Inagaki et al., 1995a). Cette protéine de 390 acides aminés, qui possède 71 % 
d’identité avec son isoforme Kir6.1, est fortement exprimée dans les cellules pancréatiques α 
(sécrétrices de glucagon), β (sécrétrices d’insuline) et δ (sécrétrices de somatostatine) (Suzuki 
et al., 1997b), et plus faiblement dans le cœur, les muscles squelettiques et le cerveau. 
 
 
Figure 14 : Topologie des 
canaux Kir6.1 et Kir6.2. Les 
deux canaux partagent 71 % 
d’identité et ont donc une 
organisation similaire avec des 
extrémités N et C-ter 
cytoplasmiques, 2 hélices 
transmembranaires et une 
boucle H5 formant le pore. 
 
Kir6.1 et Kir6.2 présentent des topologies similaires reprenant les canons des canaux Kir: 
les deux isoformes présentent des extrémités N et C-terminales cytoplasmiques, deux 
segments transmembranaires (M1 et M2) reliés par une boucle H5 qui possède la séquence 
signature des canaux potassiques (GYG ou GFG). 
 
  2.2.2 Régulation physiologique 
 
A l’instar des autres canaux Kir, Kir6.1 et Kir6.2 sont régulés par les nucléotides, les 






 Régulation par les nucléotides 
 
Les canaux KATP sont inhibés par l’ATP intracellulaire. La découverte que Kir6.2 pouvait 
former seul des canaux à la membrane, moyennant délétion de 26 résidus C-terminaux 
contenant le signal de rétention RKR (Tucker et al., 1997), a montré que Kir6.2 est inhibé par 
l’ATP et possède un site propre de fixation des nucléotides. Ce site fait intervenir à la fois des 
résidus des régions C et N-terminale cytoplasmiques (Tucker et al., 1998; Drain et al., 1998; 
Trapp et al., 2003). Ajoutée aux données structurales (Nishida et MacKinnon, 2002; Kuo et 
al., 2003), cette information a permis de délimiter un site de fixation d’ATP constitué de 
résidus N-terminaux d’une sous-unité Kir6.2 associés à des résidus C-terminaux d’une autre 
sous-unité Kir6.2 (Dong et al., 2005; Antcliff et al., 2005). L’IC50 de Kir6.2 pour l’ATP est 
d’environ 200 µM, contre environ 10 µM pour le canal SUR + Kir6.2, et la liaison d’ATP sur 
une seule sous-unité Kir6.2 suffit à bloquer le tétramère (Markworth et al., 2000). Le site lie 
préférentiellement l’ATP, et a de manière générale une spécificité pour les bases adénylées 
(Tucker et al., 1998; Dabrowski et al., 2004; Tammaro et al., 2006). De plus, l’affinité est 
maximale pour les nucléosides triphosphates (Tucker et al., 1998; Ribalet et al., 2003). 
  
 Régulation par les lipides 
 
Les canaux KATP, et donc les canaux Kir6.x comme les autres Kir, sont activés par le PIP2 
(Furukawa et al., 1996). Celui-ci joue un double rôle: il contre le « rundown » des canaux 
(Hilgemann et Ball, 1996; Fan et Makielski, 1997) et antagonise l’inhibition par l’ATP en 
réduisant l’affinité apparente de ce dernier pour le canal (Shyng et Nichols, 1998; Baukrowitz 
et al., 1998; Fan et Makielski, 1999). Le PIP2, chargé négativement, module l’activité de 
Kir6.2 en établissant des interactions électrostatiques avec des résidus acides de l’extrémité C-
terminale de Kir6.2 (Fan et Makielski, 1997; Shyng et al., 2000), son site de liaison étant en 
partie chevauchant avec celui de l’ATP (Enkvetchakul et Nichols, 2003). Ce site impliquerait 
des résidus des parties N-ter (K39, N41, R54), transmembranaire (K67) et C-ter (R176, R177, 
E179, R301) de Kir6.2 interagissant avec la tête polaire du PIP2, tandis que sa chaîne 
hydrophobe serait enchâssée dans la membrane (Haider et al., 2007). 
Une autre classe de lipides anioniques est également capable de moduler l’activité des 
canaux Kir6.x (et donc les KATP): les esters d’acides gras à longue chaîne associés au 




celui du PIP2 et sont comme lui capables de contrer le « rundown » et l’inhibition par l’ATP 
(Gribble et al., 1998; Branstrom et al., 1998; Shumilina et al., 2006). 
 
 Régulation par le pH 
 
L’activité de Kir6.2 est modulée par les protons de trois manières: (i) activation par une 
acidification légère, (ii) inactivation par une acidification forte, (iii) rectification renforcée par 
une alcalinisation. Lorsque le pH s’acidifie, les canaux sont d’abord activés réversiblement 
(pKa ~7,2) puis inactivés définitivement (pKi ~6.8) (Xu et al., 2001a), l’activation résultant 
d’un raccourcissement des périodes de fermeture (Wu et al., 2002). L’activation repose sur 
une histidine en position 175, sur la face cytoplasmique de l’hélice M2, tandis que 
l’inactivation dépend des histidines 186, 193 et 216 C-terminales cytosoliques (Xu et al., 
2001b). La déprotonation de l’histidine 216 est également responsable du renforcement de la 
rectification lors d’alcalinisations du milieu (Baukrowitz et al., 1999). 
 
 Régulation par des phosphorylations 
 
Kir6.1 et Kir6.2 sont également régulés par des phosphorylations par des kinases. Kir6.2 
est activé par phosphorylation par les kinases PKA et PKC, tandis que Kir6.1 est activé par 
phosphorylation par PKA mais inhibé par PKC (Rodrigo et Standen, 2005; Thorneloe et al., 
2002; Quinn et al., 2003). Les résidus S372 et T224 de Kir6.2 ainsi que S385 de Kir6.1 sont 
impliqués dans l’activation via la PKA (Beguin et al, 1999; Lin et al., 2000; Quinn et al., 
2004), et la thréonine 180 de Kir6.2 dans l’activation par la PKC (Light et al., 2000).  
 
3. SUR, un transporteur ABC particulier 
 
Le récepteur des sulphonylurées SUR appartient à la famille des protéines ABCC, au 
même titre que la protéine CFTR (dont certaines mutations provoquent la mucoviscidose), et 
la protéine MRP1 (impliquée dans la résistance aux agents anti-cancéreux). Chez l’homme, il 
existe trois isoformes de SUR de localisations tissulaires distinctes: SUR1 est exprimé dans 
les cellules β pancréatiques et le système nerveux (Aguilar-Bryan et al., 1995). SUR2A et 
SUR2B, produits de l’épissage alternatif d’un même gène (Inagaki et al., 1996; Aguilar-Bryan 




SUR2B diffère de SUR2A par la présence de 42 acides aminés C-terminaux qui ressemblent 
davantage à ceux de SUR1.L 
Le gène abcc8 codant pour SUR1 possède 39 exons. Il est localisé sur le bras court du 
chromosome 11 (locus 11p15.1), en aval du gène kcnj11 codant pour Kir6.2, et code pour une 
protéine de 1581 acides aminés. Le gène abcc9 codant pour SUR2 est localisé sur le bras 
court du chromosome 12 (locus 12p11.12) en amont du gène kcnj8 codant pour Kir6.1. Il 
possède 40 exons et code alternativement pour deux protéines: SUR2A (1549 acides aminés) 
et SUR2B (1591 acides aminés). 
SUR comporte trois domaines transmembranaires comprenant respectivement cinq, six et 
six hélices transmembranaires prédites sur la base de profils d’hydrophobicité et 
d’alignements de séquences avec des transporteurs ABC homologues (Raab-Graham et al., 
1999; Tusnady et al., 2006). Il possède également deux domaines cytoplasmiques de liaison 
des nucléotides, ou NBD (Nucleotide Binding Domain), présentant les motifs consensus de 
liaison des nucléotides Walker A et Walker B, ainsi que le motif signature des ABC, une 
glutamine et une histidine conservées (souvent appelées Q-loop et H-loop). 
 
 3.1 Famille des transporteurs ABC 
 
Les transporteurs à ATP-Binding-Cassette, ou transporteurs ABC, forment l’une des plus 
larges familles de protéines. On les rencontre chez toutes les espèces, de la bactérie à 
l’homme en passant par les plantes: 5 % du génome d’Escherichia coli code pour des 
transporteurs ABC (Linton et Higgins, 1998) et on en dénombre une cinquantaine chez 
l’homme (Dean et al., 2001). La plupart sont des transporteurs actifs qui transportent leur 
substrat à travers la membrane contre le gradient de concentration en utilisant l’énergie 
d’hydrolyse de l’ATP, et ils sont impliqués dans le transport de nombreuses substances 
biologiques (peptides, hormones, sucres, ions) mais également de substances toxiques 
(métaux lourds, drogues) et sont donc d’une importance capitale. Ils sont entre autres 
responsables de nombreux phénomènes de résistance (résistance aux antibiotiques, aux agents 
anti-fongiques, aux antiparasitaires, aux herbicides, ou aux anticancéreux). Chez l’homme, 
des mutations de gènes codant pour des transporteurs ABC sont la cause de maladies 
génétiques graves: la mucoviscidose (mutation du gène abcc7 associée à un défaut 
d’excrétion des ions Cl-; Riordan et al., 1989), la maladie de Tangier (mutation du gène abca1 
associée à une accumulation d’esters de cholestérol dans les macrophages; Rust et al., 1999; 




du gène abcc2 associée à un défaut d’excrétion d’anions organiques tels que la bilirubine; 
Paulusma et al., 1996) ou la maladie de Startgardt (mutation du gène abca4 associée à une 
forme héréditaire de dystrophie maculaire; Allikmets et al., 1997). 
 
 3.2 Topologie des transporteurs ABC 
 
  3.2.1 Organisation en domaines 
 
L’archétype du transporteur ABC est constitué de quatre domaines principaux: deux 
domaines transmembranaires (TMD) et deux domaines de liaisons des nucléotides (NBD). 
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Histidine HisQ HisM HisP+ + x 2
Maltose MalF MalG MalK+ + x 2
Ribose RbsC +x 2 RbsA
Oligopeptides OppB OppC OppD+ + + OppF
Systèmes ABC d'import
(procaryotes)












































Figure 15 : Architecture modulaire des transporteurs ABC. (A) Un transporteur ABC 
comporte quatre domaines: deux TMD (bleu) et deux NBD (rouge). Des domaines optionnels 
existent chez certains ABC, tels que les domaines régulateurs (R) ou un domaine 
transmembranaire supplémentaire (TMD0). Ces domaines peuvent être exprimés sous forme 
de sous-unités indépendantes, cas de figure fréquent chez les procaryotes, ou sous la forme 
d’une seule chaîne peptidique, cas de figure fréquent chez les eucaryotes. (B) Exemples de 




   3.2.1.a Domaines transmembranaires (TMD) 
 
Les deux TMD traversent plusieurs fois la membrane via des hélices α hydrophobes. 
Typiquement, il y a six hélices par domaine, soit un total de douze hélices par transporteur. 
Des variations dans cette formule peuvent refléter des fonctions auxiliaires de ces hélices, 
telle que l’insertion membranaire ou l’activité importatrice du transporteur. 
 
   3.2.1.b Domaines de liaison des nucléotides (NBD) 
 
Les NBD sont hydrophiles et interagissent avec les boucles intracellulaires des TMD. Ils 
comprennent plusieurs séquences consensus: la signature ABC qui permet de les identifier 
mais aussi les motifs A et B de Walker (Figure 16). La conservation de ces domaines permet 
de définir et de délimiter la famille. 
 
 
Figure 16 : Séquences 
consensus présentes dans les 
NBD. Les motifs A et B de 
Walker sont distants de 90 à 
110 résidus. La signature 
ABC précède le motif B de 
Walker (d’après Gottesman et 
Ambudkar, 2001). 
 
Plusieurs structures cristallines de ces NBD ont été déterminées et présentent toutes un 
repliement très similaire. Cependant l’interprétation des données cristallographiques diffère 
significativement quant à l’assemblage oligomérique des NBD. 
 
   3.2.1.c Autres domaines 
 
Beaucoup de transporteurs ABC présentent des domaines auxiliaires qui ont des fonctions 
spécifiques. Chez les systèmes d’import bactériens, des protéines de liaison du substrat (SBP : 
Substrat Binding Protein) assurent la spécificité et l’unidirectionnalité du transport. 
D’autres transporteurs ABC ont des domaines additionnels intrinsèques. C’est le cas de la 




transporteurs de la sous-famille ABCC qui possèdent un troisième domaine transmembranaire 
N-terminal (TMD0) (Figure 15). 
 
  3.2.2 Données structurales 
 
A l’image de la plupart des protéines membranaires, l’obtention de données structurales 
sur les transporteurs ABC est un exercice délicat, du fait de la difficulté de surexprimer, 
purifier et cristalliser ces protéines dans une forme active. 
Les premières données structurales pour un transporteur complet sont donc venues dans un 
premier temps d’analyses en microscopie électronique, permettant l’accès aux structures à 
faible résolution de trois transporteurs ABC de mammifères: la P-glycoprotéine, par 
microscopie électronique en transmission (MET) (résolution: 25 Å) et par cryomicroscopie 
électronique (résolution: 10 Å) de cristaux à deux dimensions (Rosenberg et al., 1997 et 
2001), MRP1 par MET (résolution: 22 Å) et cristaux 2-D (Rosenberg et al., 2001), et TAP à 
une résolution de 35 Å (Velarde et al., 2001). Ces premiers pas ont apporté des informations 
générales, telles que la taille approximative du complexe de Pgp (∅ 10 nm) et son pore (∅ 5 
nm), l’existence possible de dimères de MRP1, ou encore le caractère hétérodimérique du 
complexe TAP1/TAP2. Néanmoins, des données beaucoup plus précises ont pu être obtenues 
par la suite grâce à l’obtention de structures cristallographiques par diffraction aux rayons X. 
A ce jour, six structures cristallographiques de transporteurs complets ont été rapportées: 
  
 - BtuCD, l’importeur de vitamine B12 d’Escherichia coli (Locher et al., 2002). 
 - Sav1866,  exporteur de drogues de Staphylococcus aureus (Dawson et Locher,  2006) 
 - ModB2C2, importeur de molybdate d’Archaeoglobus fulgidus (Hollenstein et al., 
 2007a) 
 - HI1470/1, importeur de chélateurs de métaux de Haemophilus influenzae (Pinkett et 
 al., 2007) 
 - MsbA, exporteur de lipides de Salmonella typhimurium (Ward et al., 2007) 
 - MalFGK2, importeur de maltose d’Escherichia coli (Oldham et al., 2007) 
 
Toutes ces structures reprennent l’archétype des transporteurs ABC, avec deux domaines 
TMD et deux domaines NBD, les structures ne différant qu’au niveau des TMD (nombre 




exporteurs (MsbA et Sav1866), un troisième domaine reliant TMD et NBD a été identifié, 
























Figure 17 : Structures de transporteurs ABC. Les importeurs comportent deux domaines 
TMD et deux domaines NBD. Les exporteurs ont la même architecture de base mais 
possèdent deux domaines ICD supplémentaires composés d’hélices α assurant le lien entre 
TMD et NBD (d’après Hollenstein et al., 2007b). 
 
Ces domaines ICD agiraient comme des unités de transduction faisant la liaison entre 
TMD et NBD suite à la liaison du substrat ou des nucléotides. Ces domaines ne sont pas 
retrouvés chez les importeurs où les NBD sont en contact direct avec les TMD via une boucle 
cytoplasmique localisée entre deux hélices transmembranaires. 
Aucune structure de transporteur ABC eucaryote n’a été rapportée à ce jour. Néanmoins, 
SUR2A présente des homologies respectives de 37 % et 35 % avec les exporteurs bactériens 
Sav1866 et MsbA, ce qui laisse présager que les transporteurs de la famille ABCC doivent 
présenter une structure relativement proche comportant des domaines ICD. 
 
 3.3 Mécanismes de transport 
 
Un mécanisme de transport commun se dégage de l’ensemble des études sur les 







Figure 18 : Mécanisme de transport chez les transporteurs ABC (d’après Linton, 2007). Le 
cycle de transport peut être découpé en quatre phases: (i) fixation du substrat, (ii) fixation de 
l’ATP entraînant un changement de conformation permettant la libération du substrat, (iii) 
hydrolyse de l’ATP permettant (iv) le retour à la conformation initiale. 
 
Le cycle de transport est initié par l’interaction du substrat avec un site de liaison 
spécifique au niveau des TMD. Cette liaison induit un changement conformationnel au niveau 
des TMD qui est transmis aux NBD, permettant la fixation d’ATP. Cette fixation d’ATP 
induit à son tour des changements conformationnels responsables de l’altération de l’affinité 
et de l’orientation du site de liaison du substrat de telle sorte que celui-ci est relargué de 
l’autre côté de la membrane (Martin et al., 2001). L’hydrolyse de l’ATP et le relargage de 
l’ADP et du Pi permettent ensuite de restaurer le transporteur dans sa conformation initiale 
pour initier un nouveau cycle (Sauna et Ambudkar, 2000). Certains points restent néanmoins à 
élucider concernant le nombre de molécules d’ATP hydrolysées par cycle, le nombre de sites 
de liaison du substrat ou encore la nature des changements conformationnels. 
 
 3.4 La sous-famille ABCC 
 
Le récepteur des sulphonylurées SUR appartient à la sous-famille ABCC, au même titre 
que le canal chlorure CFTR dont certaines mutations provoquent la mucoviscidose, la 
protéine MRP1 impliquée dans la résistance aux médicaments anti-cancéreux, ou encore la 
protéine YCF1 transportant les métaux lourd dans la vacuole des levures. Toutes ces protéines 
présentent une grande similitude avec SUR (Figure 19), au même titre qu’un autre membre 
de la famille ABCB: la P-glycoprotéine (Pgp ou MDR pour Multidrug Resistance) impliquée 
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Figure 19 : Topologie et fonction des homologues de SUR de la sous-famille ABCC (MRP1, 




La mucoviscidose (∼1/2500 naissances en Europe) est le résultat de mutations du gène 
abcc7 codant pour la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator), cloné en 
1989 (Riordan et al., 1989). CFTR comporte 1480 acides aminés arrangés en deux domaines 
TMD, deux domaines NBD et un domaine régulateur R intracellulaire. CFTR est un canal 
chlorure (Anderson et al., 1991) de faible conductance (∼7 pS), dont l’ouverture est contrôlée 
par phosphorylation du domaine R par la protéine kinase A (PKA). En outre, CFTR régule 
l’activité de canaux, dont des canaux potassiques (Loussouarn et al., 1996; Lu et al., 2006). 
 
 Membres de type MRP (Multidrug Resistance Protein) 
 
La sous-famille ABCC humaine contient treize membres (ABCC1-13), dont neuf de type 




à des résistances multiples aux agents anticancéreux. Leur pourcentage d’identité varie de 34 
à 58 %. MRP1/2/3/6 possèdent trois domaines transmembranaires tandis que MRP4 et MRP5 
n’en possèdent que deux (Kruh et al., 2001). MRP1 (ABCC1) est une protéine de 190 kDa 
(1531 résidus), composée de trois domaines transmembranaires (TMD0/1/2) et deux 
domaines de liaison des nucléotides (NBD1/2), impliquée dans la résistance aux 
anticancéreux. Son domaine TMD0 ne semble pas être essentiel mais interviendrait dans le 
mécanisme de transport du LTC4 (Bakos et al., 1998) et dans la dimérisation de MRP1 (Yang 
et al., 2007), contrairement à MRP2 chez qui ce domaine est impliqué dans l’adressage à la 
membrane apicale des cellules MDCKII (Fernandez et al., 2002). Il est intéressant de noter 
qu’à l’instar des canaux KATP, l’activité de MRP1 est augmentée par les substrats se fixant au 
niveau de l’hélice 17 (Ito et al., 2001), mais aussi inhibée par les sulphonylurées, inhibiteurs 




YCF1 (Yeast Cadmiun Factor), protéine de 170 kDa (1515 résidus) comportant trois 
domaines transmembranaires et deux domaines de liaison des nucléotides, est impliquée dans 
le transport de métaux lourds à la vacuole de la levure (Rosen, 1999). Son domaine N-ter 
TMD0 est impliqué dans l’adressage à la vacuole (Mason et Michaelis, 2002). YCF1 est la 
protéine de cette sous-famille la moins étudiée dans la littérature. Selon toute vraisemblance, 
son fonctionnement est probablement proche de celui de MRP1, puisque ces deux protéines 




Les récepteurs des sulphonylurées (SUR) appartiennent à la sous-famille ABCC mais ne 
présentent curieusement aucune activité de transport. Leur fonction est de réguler l’activité du 
canal ionique Kir6.x. Les trois isoformes SUR (SUR1/2A/2B) font environ 190 kDa (∼1600 
résidus) et sont composés de trois domaines transmembranaires et deux domaines de liaison 
des nucléotides. Chez SUR, le domaine TMD0 joue un rôle associatif entre les sous-unités, et 
contribue à réguler l’activité de Kir6.x (Chan et al., 2003 ; Babenko and Bryan, 2003 ; Fang et 
al., 2006). Comme pour MRP1 et MDR1 (Loo et Clarke, 2001), le site de fixation des 








MDR1 (MultiDrug Resistance ou Pgp) est une protéine de 1280 résidus (∼170 kDa) 
composée de deux domaines TMD et deux domaines NBD, mais dépourvue de domaine 
TMD0. Impliquée dans les mécanismes de résistance aux agents anticancéreux (Juliano et 
Ling, 1976) au même titre que MRP1 (Frelet et Klein, 2006), elle présente de fortes 
similitudes de substrats et de régulateurs avec MRP1. Au même titre que SUR, CFTR et 
MRP1, l’activité de MDR1 est inhibée par le glibenclamide (Golstein et al., 1999), mais elle 
est également modulée par les activateurs de SUR2A (données non publiées). 
 
 3.5 SUR, un « transporteur » régulant l’activité d’un canal ionique 
 
  3.5.1 Isoformes et localisations tissulaires 
 
SUR1 est une protéine de 1581 résidus initialement identifiée et clonée à partir des cellules 
β pancréatiques de rat et de hamster (Aguilar-Bryan et al., 1995). Elle est essentiellement 
retrouvée au niveau du pancréas où elle est associée au canal Kir6.2, ainsi que dans le cerveau 
(Lee et al., 1999; Liss et al., 1999) où elle est associée à Kir6.1 et Kir6.2 (Tableau 3).  
 
Localisation tissulaire SUR Kir6.x Références 
Neurones SUR1 Kir6.1/Kir6.2 

























SUR2A et SUR2B sont des protéines de respectivement 1549 et 1591 résidus, issues de 
l’épissage alternatif du gène abcc9 cloné à partir de banques génomiques de cœur et de 
cerveau de rat (Inagaki et al., 1996). SUR2A est fortement exprimé dans le cœur, les muscles 
squelettiques, les ovaires, et plus faiblement dans le cerveau et les îlots de Langerhans. 
SUR2B est lui principalement présent dans les muscles lisses et le cerveau, ainsi que dans le 
cœur et les muscles squelettiques (Isomoto et al., 1996). Les deux isoformes sont identiques à 















Signal de rétention dans le réticulum endoplasmique = RKR
 
Figure 20 : Topologie 
du récepteur des 
sulphonylurées (SUR) 
Les trois isoformes 
(SUR1, SUR2A, 
SUR2B) partagent 67 




SUR1, SUR2A et SUR2B présentent des topologies très similaires, avec une extrémité N-
terminale extracellulaire et une extrémité C-terminale cytoplasmique, trois domaines 
transmembranaires prédits d’après les profils d’hydrophobicité (TMD0, TMD1 et TMD2) 
composés respectivement de cinq, six et six hélices transmembranaires, et deux domaines de 
liaisons des nucléotides cytoplasmiques (NBD1 et NBD2) présentant les motifs Walker A et 
B ainsi que la signature ABC. 
 
  3.5.2 Régulation physiologique 
 
Comme leur nom l’indique, les canaux KATP sont sensibles aux nucléotides adénylés. A la 
différence de Kir6.x, les récepteurs des sulphonylurées sont principalement régulés par les 
nucléotides intracellulaires associés au magnésium (Mg2+). Ils sont également sujet à des 
régulations impliquant les protéines G hétérotrimériques, ou encore le zinc. 
 




L’activation par l’ADP est une des propriétés fondamentales des canaux KATP, conférée par 
la sous-unité SUR, essentielle à leur fonction de senseur métabolique (Nichols et al., 1996). 
Cette activation requiert la présence de Mg2+ et l’intégrité des deux domaines NBD (Gribble 
et al., 1997), même s’il semble que le MgADP se fixe préférentiellement sur le site 
nucléotidique du NBD2 (Ueda et al., 1997). La fixation de MgADP à ce site stabiliserait une 
conformation post-hydrolytique du cycle catalytique de SUR associée à une sensibilité réduite 
à l’inhibition par l’ATP, favorisant ainsi l’ouverture du canal (Zingman et al., 2001). Les trois 
isoformes SUR confèrent aux canaux KATP des sensibilités à l’ADP différentes, SUR1 et 
SUR2B étant plus stimulées que SUR2A (Matsuoka et al., 2000). 
D’autres nucléotides associés au magnésium sont également capables de stimuler les 
canaux KATP via SUR, tels le MgATP (Gribble et al., 1997), le MgGDP et le MgGTP (Trapp 
et al., 1997), ainsi que le MgUDP et MgUTP (Satoh et al., 1998). 
 
 Régulation par les protéines G hétérotrimériques 
 
La fixation de ligand à un récepteur couplé aux protéines G (GPCR) entraîne l’activation 
de protéines Gαβγ hétérotrimériques et le relargage séparé des sous-unités Gα et Gβγ. Celles-ci 
agissent alors comme seconds messagers dans des cascades de régulation, et certaines d’entre 
elles sont capables de réguler l’activité des canaux KATP comme suggéré par l’activation 
provoquée par l’application de sous-unités Gα en patch-clamp (Terzic et al., 1994). Les sous-
unités Gαi1 stimulent l’activité des canaux SUR1 + Kir6.2 et plus faiblement des canaux 
SUR2A + Kir6.2 (Sanchez et al., 1998), et les sous-unités Gβγ2 ont également été décrites 
pour activer les canaux SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2 (Wada et al., 2000). 
 
 Régulation par le zinc 
 
Le zinc, métal lourd le plus abondant de l’organisme, est également un activateur des 
canaux KATP pancréatiques SUR1 + Kir6.2 (Bloc et al., 2000). Son action reposerait sur la 
fixation à un site extracellulaire comprenant deux histidines (H326 et H332) présentes dans 
SUR1 mais pas SUR2A (Bancila et al., 2005). Le zinc aurait également une seconde action 






  3.5.3 SUR, régulateur des canaux Kir6.x 
 
Contrairement à la très large majorité des membres de la famille des protéines ABC, SUR 
n’est impliqué dans aucune activité de transport à ce jour. Son activité ATPasique limitée 
(Bienengraeber et al., 2000) fait de toute façon de lui un assez mauvais candidat pour la 
translocation de substrats à travers la membrane plasmique. Son unique fonction est donc de 
réguler l’activité des canaux potassiques Kir6.x. Outre le fait que Kir6.x ne puisse pas être 
adressé à la membrane plasmique en l’absence de SUR (et réciproquement) et que ces deux 
protéines n’aient pas d’activité connue en dehors du canal KATP, la présence de SUR suffit à 
modifier les propriétés d’ouverture de Kir6.x. En effet, leur association entraîne 
l’augmentation de la probabilité d’ouverture (Po) du canal, et lui confère la sensibilité à 
l’activation par les nucléotides associés au Mg2+ (Gribble et al., 1997) alors que Kir6.x seul 
est inhibé par les nucléotides. La présence de SUR confère également au canal KATP sa 
sensibilité à certains agents pharmacologiques: c’est le cas des sulphonylurées, utilisées dans 
le traitement du diabète (Sturgess et al., 1985), ainsi que des ouvreurs pharmacologiques 
(KCO), utilisés dans le traitement de l’hypertension et de l’hyperinsulinémie (Trube et al., 
1986; Escande et al., 1988). 
 
4. Les canaux KATP: un modèle de biocapteur physiologique 
 
 4.1 Association SUR/Kir6.x et couplage fonctionnel 
 
Capables de coupler directement le métabolisme cellulaire à l’excitabilité membranaire du 
fait de leur sensibilité particulière aux nucléotides, les canaux KATP constituent en quelque 
sorte des « biocapteurs physiologiques » du niveau énergétique cellulaire. L’association 
physique et fonctionnelle unique entre un récepteur membranaire (SUR) et un canal ionique 
(Kir6.x) leur permet de traduire la fixation de ligands endogènes (nucléotides) et synthétiques 
(pharmacopée) en un signal électrique mesurable entraînant des réponses cellulaires variées 
suivant les tissus considérés. Ce couplage atypique implique nécessairement des zones de 
contact physique entre les deux sous-unités, permettant un relais d’information de SUR vers 
Kir6.x, encore méconnues. 
 





Du fait de l’absence de structure tridimensionnelle à haute résolution du canal KATP, et 
malgré une structure tridimensionnelle à 18 Å (Mikhailov et al., 2005) du canal SUR1 + 
Kir6.2 obtenue en microscopie électronique, peu d’informations sont disponibles à ce jour sur 
la nature des domaines présents à l’interface entre SUR et Kir6.x, les seules données 
disponibles provenant d’expériences de co-immunoprécipitation. 
Il a néanmoins été montré que le domaine N-ter TMD0 de SUR est en interaction avec 
Kir6.2 et module son expression, et que la région TMD2-NBD2 participe également dans une 
moindre mesure à l’interaction avec Kir6.2 (Chan et al., 2003; Babenko et Bryan, 2003). Plus 
récemment, un fragment de 65 résidus situé dans le linker cytoplasmique reliant les domaines 
TMD2 et NDB2 a été décrit comme capable de co-immonuprécipiter avec Kir6.2 (Rainbow et 
al., 2004a). La coexpression de ce fragment avec le canal cardiaque sauvage SUR2A + Kir6.2 
suffit à perturber l’expression à la membrane plasmique de Kir6.2 (Rainbow et al., 2004a; 
Rainbow et al., 2004b), suggérant que ce fragment entre en compétition avec SUR2A pour 
l’association à Kir6.2 et qu’il est donc localisé à l’interface entre SUR2A et Kir6.2. 
Du point de vue de Kir6.x, on dispose d’un certain nombre d’informations indiquant que 
les parties cytoplasmiques N-ter (Schwappach et al., 2000; Babenko et al., 2002 et 2003; 
Bryan et al., 2004; Shi et al., 2008) et C-ter (Tammaro et al., 2005, 2007a et 2007b; Shi et al., 
2008) et l’hélice transmembranaire M1 seraient impliquées dans l’interaction avec SUR. 
 
  4.1.2 Couplage fonctionnel 
 
On entend par couplage fonctionnel le fait que la fixation d’un ligand physiologique ou 
synthétique à SUR entraîne des modifications des propriétés d’ouverture de Kir6.x. Ainsi, la 
fixation à SUR de nucléotides au niveau des NBD (Matsuo et al., 2005), d’activateurs 
pharmacologiques au niveau de l’hélice 17 (Moreau et al., 2000), ou d’inhibiteurs 
pharmacologiques comme le glibenclamide sur les boucles intracellulaires L0 et sur CL6 
(Mikhailov et al., 2001) entraîne des mouvements conformationnels transmis à Kir6.x via des 
zones de contact  qui permettent la régulation du canal. 
Les domaines de SUR impliqués dans ce couplage fonctionnel sont encore largement 
méconnus et seront l’objet de la première partie de cette étude. Le domaine TMD0-L0 joue un 
rôle important dans ces mécanismes de régulation des propriétés d’ouverture de Kir6.x (Chan 
et al., 2003; Babenko et Bryan, 2003; Fang et al., 2006). Néanmoins, son implication dans la 




boucle cytoplasmique CL2 (F132L) a été décrite comme perturbant la sensibilité à l’ATP et au 
tolbutamide (Proks et al., 2006). D’autres régions de SUR sont donc nécessairement 
impliquées. Récemment un domaine riche en aspartate et glutamate localisé entre les 
domaines NBD1 et TMD2 de SUR2A, dit domaine ED, a été rapporté comme étant crucial 
pour les mécanismes d’activation et d’inhibition physiologique et pharmacologique (Karger et 
al., 2008). Ce domaine n’étant pas connu pour interagir physiquement avec Kir6.x, il pourrait 
néanmoins constituer un relais central dans le processus de transduction. Les régions 
cytoplasmiques de SUR pourraient donc être impliquées dans le couplage à Kir6.x, dont les 
segments N-ter et C-ter cytoplasmiques semblent jouer un rôle prépondérant (Giblin et al., 
1999). Le fragment reliant les domaines TMD2 et NBD2 décrit par Rainbow et al. comme 
étant en interaction avec Kir6.2 constitue en ce sens un candidat idéal et son implication 
potentielle a été investiguée ci-après. 
 
 4.2 Physiologie des canaux KATP et pathologies associées 
   
Du fait de leur sensibilité aux nucléotides, les canaux KATP jouent un rôle de senseur 
métabolique et couplent directement l’excitabilité membranaire au niveau énergétique de la 
cellule: un niveau énergétique bas entraîne l’ouverture des canaux, et inversement. Leur 
activation provoque une hyperpolarisation membranaire au repos, et un raccourcissement des 
potentiels d’action en cas d’activité. A l’inverse, leur inhibition provoque au repos une 
dépolarisation membranaire, et favorise la formation de potentiels d’action en cas d’activité. 
    
  4.2.1 Canaux KATP pancréatiques 
 
Le rôle le mieux caractérisé des canaux KATP se situe au niveau des cellules β 
pancréatiques, où les modifications de l’activité du canal, induites par le métabolisme, jouent 







Figure 21 : Implication des canaux KATP pancréatiques dans la sécrétion d’insuline. 
L’augmentation de la glycémie provoque l’entrée de glucose dans les cellules β 
pancréatiques où il est métabolisé. L’augmentation de la concentration intracellulaire en 
ATP qui en résulte ferme les canaux KATP, provoquant une dépolarisation membranaire 
activant des canaux calciques voltage-dépendant et entraînant l’entrée de calcium dans la 
cellule. Cette entrée de calcium induit l’exocytose des vésicules de sécrétion d’insuline. 
 
Aux faibles concentrations de glucose, les canaux KATP sont ouverts et leur activité 
maintient le potentiel membranaire de repos à un niveau hyperpolarisé. L’augmentation de la 
concentration de glucose dans le sang induit l’entrée de glucose dans la cellule β: sa prise en 
charge par le métabolisme cellulaire entraîne une augmentation de la concentration 
intracellulaire d’ATP, provoquant l’inhibition des canaux KATP. La fermeture de ces canaux 
provoque alors une dépolarisation membranaire, et ainsi l’activation de canaux calciques 
voltage-dépendants, entraînant l’entrée de Ca2+ dans la cellule. L’augmentation de la 
concentration intracellulaire de Ca2+ permet alors l’exocytose des vésicules de sécrétion et la 




Des canaux KATP sont également présents dans les cellules α sécrétrices de glucagon 
(Göpel et al., 2000b) et les cellules δ sécrétrices de somatostatine (Göpel et al, 2000a) du 
pancréas. Dans les deux types cellulaires, le métabolisme du glucose induit également une 
fermeture des canaux KATP. Dans les cellules δ, cela entraîne une sécrétion hormonale 
(comme dans les cellules β). A l’inverse dans les cellules α, dont l’activité électrique repose 
sur des canaux Na+, Ca2+ et K+ voltage-dépendants, la fermeture des canaux KATP induit une 
dépolarisation membranaire inactivant des canaux sodiques voltage-dépendants: il en résulte 
une modification de l’activité électrique et l’arrêt de la sécrétion de glucagon. 
Les canaux KATP pancréatiques (SUR1 + Kir6.2) jouent donc un rôle crucial dans la 
régulation de la sécrétion d’insuline et leur dysfonctionnement peut engendrer des désordres 
sévères: des mutations des sous-unités SUR1 et Kir6.2 sont ainsi associées à l’hypoglycémie 
hyperinsulimémique persistante (PHHI), pathologie caractérisée par une sécrétion d’insuline 
excessive et non régulée, ainsi qu’à certains diabètes de type II, caractérisés par l’absence de 
sécrétion d’insuline malgré une glycémie élevée (Gloyn et al., 2006). La plupart des cas de 
PHHI sont dus à des mutations « perte de fonction » dans le gène codant pour SUR1 
(Ashcroft 2005), qui peuvent être classées en deux groupes: mutations réduisant la densité de 
canaux à la membrane plasmique (classe I), et mutations réduisant la probabilité d’ouverture 
du canal (classe II). Dans certains cas, l’application de sulphonylurées permet de restaurer la 
densité de canaux à la membrane (Yan et al., 2004), et l’application de diazoxide (ouvreur 
pharmacologique) d’augmenter la probabilité d’ouverture des canaux déficients (Dunne et al., 
2004), mais le bénéfice clinique de telles approches reste à explorer. L’apparition de 
mutations « gain de fonction » dans SUR1 et Kir6.2 (Gloyn et al., 2004; Babenko et al., 2006; 
Proks et al., 2006), augmentant l’activité du canal, conduit à un type rare de diabète appelé 
diabète néonatal. Cette hyperactivité des canaux peut parfois être normalisée par l’application 
de sulphonylurées (Koster et al., 2005). Suivant l’impact de ce type de mutations sur l’activité 
basale des canaux, les pathologies associées vont du diabète néonatal transitoire au diabète 
permanent aggravé de complications neurologiques, retards de développement et épisodes 
épileptiques (syndrome DEND). 
 
  4.2.2 Canaux KATP du système nerveux central 
 
Les canaux KATP s’expriment également dans différentes régions du cerveau (Karschin et 
al., 1997): les neurones GABAergiques de la substance grise expriment sélectivement SUR1 




SUR2B conjointement avec Kir6.2 (Liss et al., 1999). On trouve également des canaux 
composés des isoformes SUR1 et Kir6.1 dans l’hypothalamus (Lee et al., 1999). 
L’utilisation de souris transgéniques a facilité la compréhension du rôle des canaux KATP 
dans le cerveau. L’hypoxie diminue l’activité des neurones de la substance grise chez les 
souris sauvages mais augmente l’activité neuronale des souris « knock-out » pour Kir6.2 
(Yamada et al., 2001). De plus, ces souris sont sujettes aux attaques cérébrales généralisées 
après une brève hypoxie, suggérant que l’ouverture des canaux KATP des neurones de la 
substance grise protège contre la propagation de l’apoplexie au cours d’un stress métabolique 
(Figure 22): ceci est illustré par le fait que des souris transgéniques surexprimant SUR1 dans 
le cortex, l’hippocampe et le striatum sont plus résistantes aux attaques induites par l’acide 
kaïnique que les souris sauvages (Hernandez-Sanchez et al., 2001), indiquant que la 
surexpression de SUR1 dans le cerveau antérieur les protège des attaques cérébrales et de la 
destruction neuronale. 
 
Figure 22 : Implication des canaux KATP dans l’activité des cellules nerveuses. L’ouverture 
des canaux KATP neuronaux prévient la propagation des attaques cérébrales au cours d’un 
stress métabolique (anoxie ou ischémie). 
 
Les canaux KATP servent de capteurs de glucose chez les neurones de l’hypothalamus 
ventromédial, rôle essentiel pour le maintien de l’homéostasie du glucose (Miki et al., 2001). 
Chez les souris knock-out pour Kir6.2, si la fonction des cellules β est normale, les animaux 
présentent un défaut sévère de sécrétion périphérique de glucagon en réponse à 
l’hypoglycémie. Ainsi les canaux KATP de l’hypothalamus participent à la régulation 
hypothalamique de la sécrétion de glucagon, et agissent de concert avec les canaux KATP des 




  4.2.3 Canaux KATP cardiovasculaires 
 
On retrouve également des canaux KATP dans le système cardiovasculaire, au niveau du 
myocarde, des muscles squelettiques et des muscles lisses. Dans ces tissus, à l’inverse du 
pancréas, les canaux sont fermés en conditions normales et ne s’ouvrent qu’en situation de 
crise. 
 
   4.2.3.a Canaux KATP du myocarde 
 
Dans le cœur, les canaux KATP (SUR2A + Kir6.2) s’ouvrent quand la concentration 
intracellulaire d’ATP chute au cours d’un stress ischémique (Nichols et Lederer, 1990). Cette 
propriété permet de raccourcir la durée du potentiel d’action, de réduire l’influx de Ca2+, et de 
diminuer ainsi la force de contraction et la consommation d’ATP, notamment lors d’accidents 
cardiovasculaires (Figure 23). L’activation des canaux KATP aide donc à protéger le myocarde 
de l’ischémie (Gumina et al., 2007), ce qui est confirmé par l’étude de souris « knock-out » 




Figure 23 : Rôle des canaux KATP dans la cellule musculaire cardiaque. L’ouverture des 
canaux KATP lors d’un stress (hypoxie ou ischémie), ou via l’application d’ouvreurs 






La présence de mutations dans SUR2A au niveau du domaine NBD2, conduisant à un 
dysfonctionnement du canal KATP, a été rapportée chez des individus souffrant de 
cardiomyopathie dilatée et d’arythmie ventriculaire (Bienengraeber et al., 2004), ainsi que de 
fibrillation atriale (Olson et al., 2007), et va donc également dans ce sens. 
 
   4.2.3.b Canaux KATP des muscles squelettiques 
 
La densité de canaux KATP au niveau de la membrane des muscles squelettiques laisse 
penser qu’ils jouent un rôle important au cours de l’exercice musculaire (Spruce et al., 1985). 
Suite à une diminution locale des concentrations d’ATP et à une diminution du pH résultant 
de la production de lactates, l’ouverture des canaux KATP permet de réduire l’excitabilité des 
fibres musculaires et les protège d’un appauvrissement énergétique excessif en créant une 




Figure 24 : Rôle des canaux KATP dans la cellule musculaire squelettique. L’ouverture des 
canaux KATP suite à la consommation d’ATP et à la production de lactates créé une 
hyperpolarisation qui s’oppose au potentiel d’action et donc aux contractions. 
 
   4.2.3.c Canaux KATP des muscles lisses 
 
Les canaux KATP du muscle vasculaire lisse participent à la régulation du tonus vasculaire, 




les ouvreurs potassiques et inhibés par le glibenclamide (Ashcroft et Ashcroft 1990), ce qui 
explique l’effet hypotensif in vivo des ouvreurs potassiques. Ils sont régulés par une large 
variété de neurotransmetteurs, dont certains agissent via la protéine kinase A (qui active les 
canaux) et/ou la protéine kinase C (qui inhibe les canaux) (Hayabuchi et al., 2001), et 
exercent un contrôle sur la concentration intracellulaire en Ca2+, et donc la contraction 
musculaire, en régulant l’activité de canaux calciques voltage-dépendant (Quast et al., 1994). 
Seule l’isoforme Kir6.1 contribue à la formation de ces canaux artériels (Inagaki et al., 1995b; 
Suzuki et al., 2001), et sa co-expression avec SUR2B suffit à reconstituer des canaux KATP 
aux propriétés similaires à celles des canaux KATP vasculaires natifs (Quayle et al., 1997). 
Le « knock-out » de l’une ou l’autre des sous-unités du canal (Kir6.1 ou SUR2B) provoque 
l’apparition de vasospasmes et d’hypertension (Miki et al., 2002; Chutkow et al., 2002), et 
l’activation des canaux KATP permet de contrôler la pression artérielle dans la majorité des cas 
d’hypertension (Jahangir et Terzic, 2005). 
 
 
Figure 25 : Rôle des canaux 
KATP dans la cellule 
musculaire lisse. Ceux-ci sont 
activés lors de d’hypoxies ou 
ischémies via la PKA et la 
baisse de concentration en 
ATP. L’hyperpolarisation qui 
en résulte provoque la 
fermeture des canaux VDCC 
et donc une baisse de Ca2+ 
intracellulaire limitant la 
contraction et permettant la 
vasodilatation (d’après Miki 
et Seino, 2005). 
 
  4.2.4 Autres canaux KATP 
 
On trouve des canaux KATP dans le système rénal au niveau du tubule proximal et dans 
l’appareil juxta-glomérulaire. En conditions physiologiques, ces canaux ont une forte 
probabilité d’ouverture et jouent un rôle important dans la réabsorption d’électrolytes et de 




En outre, les canaux KATP ne sont pas toujours localisés à la membrane plasmique et on les 
trouve également dans la membrane interne des mitochondries ainsi qu’au niveau du noyau. 
 
   Canaux KATP mitochondriaux 
 
Les canaux KATP mitochondriaux ont été initialement mis en évidence dans le foie et sont 
sensibles à l’inhibition par l’ATP et les sulphonylurées, ainsi qu’à l’activation par le 
diazoxide (Inoue et al., 1991; Garlid et al., 1996): leur activation par cet ouvreur potassique 
aurait une action cardio-protectrice lors des accidents ischémiques (Liu et al., 1998). Ces 
canaux KATP mitochondriaux sont bloqués spécifiquement par le 5-hydroxydécanoate de 
sodium (5-HD) qui n’agit pas sur les canaux cardiaques (Hu et al., 1999), et seraient 
composés de l’isoforme Kir6.1 (Suzuki et al., 1997; Liu et al., 2001). Toutefois, leur 
composition exacte est encore méconnue et sujette à controverse (Foster et al., 2008). Les 
mitochondries du cerveau de rat présentent également des canaux KATP (Bajgar et al., 2001) 
au profil pharmacologique identique à celui des canaux mitochondriaux cardiaques et 
hépatiques qui pourraient être impliqués dans la protection des dommages ischémiques 
cérébraux. Néanmoins, à ce jour, les expériences indiquant un rôle des canaux KATP 
mitochondriaux dans le pré-conditionnement et la protection cardiaque ne sont pas 
concluantes (Hanley et Daut, 2005). 
 
   Canaux KATP nucléaires 
 
Le glucose a plusieurs effets sur les cellules β pancréatiques: régulation de la sécrétion 
d’insuline, de la prolifération cellulaire, de l’apoptose, mais aussi de la différenciation et 
l’expression des gènes. Le mécanisme par lequel le glucose régule les fonctions nucléaires est 
encore méconnu. Néanmoins, des canaux KATP semblables à ceux présents sur la membrane 
plasmique des cellules β pancréatiques sont également présents sur l’enveloppe nucléaire de 
ces cellules, et leur fermeture déclenche un pulse transitoire de Ca2+ induisant la 
phosphorylation de facteurs de transcription CREB (cAMP Responsive Element Binding 
protein) permettant l’expression de nombreux gènes (Quesada et al., 2002). Les canaux KATP 
nucléaires pourraient donc participer à la régulation de la transcription exercée par le glucose. 
 





Les canaux KATP sont la cible de molécules de structures chimiques variées qu’on peut 
séparer grossièrement en deux classes: les inhibiteurs de l’activité du canal (molécules de la 
famille des sulphonylurées principalement), et les activateurs ou ouvreurs potassiques (KCO). 
 
  4.3.1 Inhibiteurs pharmacologiques 
 
Les inhibiteurs des canaux KATP peuvent être répartis en deux groupes: ceux qui 
interagissent avec Kir6.2 et ceux qui interagissent avec SUR1. Toutes ces molécules stimulent 
la sécrétion d’insuline et certaines sont utilisées dans le traitement du diabète de type II, telles 
que les sulphonylurées dont les propriétés hypoglycémiantes sont connues depuis longtemps 
(Janbon et al., 1942) et qui ont permis le clonage de SUR1 (Aguilar-Bryan et al., 1995): la 
prescription de glibenclamide permet ainsi de rétablir la glycémie des patients diabétiques, 
mais également d’améliorer certains symptômes neurologiques (retard mental, perte de 
motricité) chez les patients souffrant de syndrome DEND (Mlynarski et al., 2007). 
Les imidazoles (phentolamine et cibenzoline) se lient préférentiellement à Kir6.2 (Mukai et 
al., 1998 ; Proks et Ashcroft, 1997), tandis que les sulphonylurées (tolbutamide, gliclazide, 
glimepiride) et les dérivés benzamido (meglitinide) se lient à SUR1 avec une forte affinité 
(Ashcroft et Gribble, 1999). Les sulphonylurées interagissent également avec Kir6.2 (Gribble 
et al., 1997, 1998), mais avec une affinité beaucoup plus faible. 
Les isoformes SUR présentent des sensibilités différentes aux inhibiteurs. De faibles 
concentrations de tolbutamide suffisent à bloquer les canaux KATP exprimant la sous-unité 
SUR1, mais pas ceux exprimant SUR2A ou SUR2B (Gribble et al., 1998). Au contraire le 
meglitinide bloque les trois types de canaux (Tableau 4).  
 
Ki Tolbutamide Glibenclamide Meglitinide 
SUR1/Kir6.2 5 µM 4 nM 0,3 µM 
SUR2A/Kir6.2 1,7 mM 27 nM 0,5 µM 
 
Tableau 4 : Concentrations semi-inhibitrices des inhibiteurs pour les canaux SUR1 + Kir6.2 
et SUR2A + Kir6.2 (d’après Gribble et al., 1998).   
 
Ceci indiquerait que les sulphonylurées (telles que le tolbutamide) interagissent avec un 
site de liaison spécifique à SUR1, alors que les composés benzamido (tels que le meglitinide) 




comprend une moitié sulphonyulrée et une moitié benzamido, interagirait avec deux sites de 




Figure 26 : Formules développées des inhibiteurs utilisés au laboratoire. 
 
Les différences d’affinité des canaux SUR1 + Kir6.2 et SUR2 + Kir6.2 pour le tolbutamide 
ont été exploitées pour localiser son site de liaison par une approche chimérique (Ashfield et 
al., 1999; Babenko et al., 1999). Ces études montrent que les hélices transmembranaires 14 à 
16 de SUR1 sont requises pour l’inhibition par le tolbutamide et que la sérine 1237, située 
dans la boucle cytoplasmique entre les hélices transmembranaires 15 et 16, est cruciale pour 
le blocage. 
En revanche, seules les boucles intracellulaires entre les hélices transmembranaires 5 et 6 
d’une part et 15 et 16 d’autre part sont nécessaires pour la liaison du [3H]-glibenclamide 
(Mikhailov et al., 2001): la boucle entre les hélices transmembranaires 15 et 16 formerait le 
site de liaison du groupe suphonylurée, tandis que la boucle intracellulaire entre les hélices 5 
et 6 (L0) formerait celui du groupe benzamide en association avec le N-ter de Kir6.2 
(Ashfield et al., 1999; Babenko et al., 1999; Mikhailov et al., 2001; Vila-Carriles et al., 
2007). Par ailleurs, les hélices transmembranaires 14 à 16 pourraient être impliquées dans le 
processus de transduction couplant la liaison des sulphonylurées à l’inhibition du canal, même 
si ce mécanisme moléculaire reste méconnu. 
Tous ces inhibiteurs présentent une affinité supérieure pour SUR1 que pour SUR2, et seul 
le développement récent de nouvelles molécules a permis de cibler sélectivement cette 




cardiosélective avec une affinité bien supérieure pour SUR2 que pour SUR1 (Russ et al., 
2001; Fox et al., 2002). Le développement de nouvelles molécules synthétiques a également 
permis de cibler sélectivement les isoformes Kir6.1 ou Kir6.2, par exemple avec la guanidine 
U-37883A qui n’inhibe que les canaux contenant Kir6.1 (malgré le fait que son action passe 
par SUR) et permet de toucher sélectivement les canaux SUR2B + Kir6.1 vasculaires (Cui et 
al., 2003; Teramoto, 2006). 
Enfin, on notera que les canaux KATP sont les cibles secondaires d’un certain nombre 
d’agents pharmacologiques: imidazolines (Plant et Henquin, 1990; Proks et Ashcroft, 1997; 
Proks et al., 2002; Doyle et Egan, 2003), dérivés de la quinine (Gribble et al., 2000), ou 
encore agents anti-arythmiques (Mukai et al., 1998; Zünkler et al., 2000; Yunoki et al., 2001) 
exerçant tous une action inhibitrice sur Kir6.2. 
 
  4.3.2 Activateurs pharmacologiques 
 
Les activateurs des canaux KATP, ou KATP channel openers (KCO), forment un vaste 
groupe de composés assez disparates ne présentant pas de pharmacophore commun. Ces 
composés sont généralement classés en familles suivant leur structure chimique, parmi 
lesquelles on trouve notamment les benzothiazidines (diazoxide), les benzopyrans 
(cromakalim), les cyanoguanidines (pinacidil), les thioformamides (aprikalim), les 
nicotinamides (nicorandil), les dérivés de pyrimidines (minoxidil), ou encore plus récemment 
les dihydropyridines (ZM-244085), les cyclobutenediones (WAY-151616) et les carbinols 
















































































Figure 27 : Formules développées des ouvreurs potassiques les plus représentatifs. 
 
Certains de ces ouvreurs sont utilisés en thérapeutique pour leur action anti-hypertensive, 
comme c’est le cas pour le diazoxide et le pinacidil dont l’action activatrice permet 
l’ouverture des canaux KATP des muscles lisses vasculaires et la réduction de la pression 
artérielle. Leur action est dépendante des nucléotides, la présence de MgATP étant nécessaire 
à la liaison des ouvreurs et à leur effet activateur (Dickinson et al., 1997; Atwal et al., 1998; 
Schwanstecher et al., 1998), et l’introduction de mutations au niveau des motifs de Walker de 
liaison et d’hydrolyse des nucléotides des NBD abolit ou réduit l’effet du diazoxide (Gribble 
et al., 1997; Schwanstecher et al., 1998). 
La plupart des KCO présentent une sélectivité pour l’isoforme SUR2 et ont une affinité 
plus faible pour SUR1 (Tableau 5). L’exploitation de cette différence a permis de localiser le 
site d’action des ouvreurs potassiques au niveau de l’hélice transmembranaire 17 du domaine 
TMD2 (D’hahan et al., 1999a; Moreau et al., 2000; Moreau et al., 2005a) où la thréonine 
1253 et dans une moindre mesure la leucine 1249 de SUR2A joueraient un rôle majeur dans 
l’action des molécules de types benzopyran et guanidine. Ajouté au fait que la boucle 
cytoplasmique reliant les hélices transmembranaires 13 et 14 semble également participer à ce 
processus (Uhde et al., 1999), ces observations désignent le domaine TMD2 comme 





Type de KATP Localisation tissulaire Ouvreurs pharmacologiques 
SUR1/Kir6.2 Pancréas, cerveau Diazoxide 
SUR2A/Kir6.2 Myocytes cardiaques, muscles 
squelettiques 
Cromakalim, pinacidil, diazoxide 
SUR2B/Kir6.2 Muscles vasculaires Cromakalim, pinacidil, diazoxide 
KATP mitochondriaux Cœur, foie Diazoxide 
 
Tableau 5 : Effets des ouvreurs potassiques sur les différents types de canaux KATP de 
l’organisme (d’après Coghlan et al., 2001). 
 
Le diazoxide, ouvreur non sélectif agissant à la fois sur SUR1, SUR2B et SUR2A en 
présence de MgADP (D’hahan et al., 1999b), semble plutôt activer les canaux KATP via un 
site de fixation localisé dans le domaine TMD1 (Babenko et al., 2000; Dabrowski et al., 2002; 
Moreau et al., 2005b).  
 
Là encore, les efforts de synthèse ont permis de développer des activateurs sélectifs de 
l’isoforme SUR1, tels que les nitropyrazoles (Peat et al., 2004) et les dérivés du diazoxide 
NNC 55-0118 et NN414 (Dabrowski et al., 2003). 
 
Dans le cadre de la première partie de cette étude, nous avons utilisé les propriétés 
physiologiques (sensibilité aux nucléotides) et pharmacologiques (réponse aux activateurs et 
inhibiteurs pharmacologiques) des canaux KATP pour tenter d’identifier, à l’aide d’une 
stratégie chimérique, les régions du récepteur des sulphonylurées SUR2A impliquées dans le 






















1. Propriétés des GPCR 
 
Les récepteurs couplés aux protéines G, ou GPCR (G-Protein-Coupled-Receptors), sont 
des protéines de la membrane plasmique transmettant des réponses cellulaires diverses, suite à 
la fixation de ligands extracellulaires, via les protéines G hétérotrimériques liant le GTP ainsi 
que d’autres partenaires membranaires ou intracellulaires. Constituant la plus grande famille 
de molécules de surface impliquées dans la transmission du signal, ils représentent 950 gènes 
chez l’homme soit environ 1 % de la totalité du génome humain (Takeda et al., 2002), et ont 
été particulièrement préservés au cours de l’évolution (Vassilatis et al., 2003) ce qui augure 
d’une importance physiologique primordiale. Ces récepteurs sont impliqués dans des 
fonctions physiologiques aussi variées que la digestion, l’immunité, l’olfaction ou encore la 
photo-transduction. En outre, leur implication dans de nombreux processus pathologiques 
(maladies inflammatoires, cancers, troubles neuro-dégénératifs et cardiovasculaires, infections 
virales) en font des cibles médicamenteuses de choix et les agents pharmacologiques 
modulant leur activité représentent ~30 % des drogues commercialisées (Hopkins et Groom, 
2002). 
 
 1.1 Familles de récepteurs couplés aux protéines G 
 
Le clonage des premiers GPCR, le récepteur de la rhodopsine bovine (Nathans et Hogness, 
1983) et le récepteur de l’adrénaline (Dixon et al., 1986), a mis en évidence la caractéristique 
structurelle commune à tous les GPCR qui consiste en la présence de sept segments 
transmembranaires hydrophobes de 20 à 25 résidus séparés par des boucles hydrophiles de 
tailles variables (Baldwin et al., 1997). Tous les GPCR présentent donc une extrémité N-
terminale extracellulaire suivie de sept segments transmembranaires (TMI à TMVII) reliés par 
trois boucles extracellulaires (e1, e2, e3) et trois boucles intracellulaires (i1, i2, i3), et se 










Figure 28 : Représentation 
schématique d’un récepteur 
couplé aux protéines G (GPCR). 
On distingue 7 segments TM, 
une extrémité N-ter 
extracellulaire et une extrémité 
C-ter cytoplasmique. Le ligand 
extracellulaire ainsi que les 
protéines G hétérotrimériques 
associées au récepteur sont 
représentés (α/β/γ). 
 
Les GPCR sont classiquement répartis en trois familles principales (Foord et al., 2005) sur 
la base des propriétés suivantes: 
 
- Organisation et taille de l’extrémité N-terminale (de 7 à 595 résidus) 
- Taille des boucles (de 5 à 230 résidus) 
- Séquence en acides aminés (présence de cystéines) 
- Organisation de l’extrémité C-terminale (de 0 à 359 résidus) 
 
  1.1.1 Famille 1 ou A 
 
Famille majoritaire et la plus étudiée, elle regroupe les récepteurs aux neurotransmetteurs 
classiques, aux prostaglandines, à des molécules olfactives, et à une large variété de peptides 
et neuropeptides. La famille 1 peut être divisée en cinq sous-groupes phylogénétiques 
(Bockaert et Pin, 1999), dont trois dominant (Figure 29): 
 
- Groupe 1a: récepteurs des petits ligands, dont le site de liaison est une cavité 
formée par les segments transmembranaires 
- Groupe 1b: récepteurs des peptides, dont le site de liaison implique l’extrémité N-
ter, les boucles extracellulaires et la partie supérieure des domaines extracellulaires 
- Groupe 1c: récepteurs des hormones glycoprotéiques, caractérisés par un grand 








Figure 29 : Schéma 
représentatif des 
principales sous-familles 
de GPCR de la famille 1 
(d’après Bockaert et Pin, 
1999). 
 
Cette famille est également caractérisée par la présence d’une arginine très conservée, 
située dans un motif D/E-R-Y appelé « DRY box », au niveau de l’extrémité cytoplasmique 
du TMIII. Ce motif jouerait un rôle dans la stabilité du récepteur et dans son couplage avec les 
protéines G (Bockaert et Pin, 1999). Deux cystéines sont également retrouvées dans les 
boucles e1 et e3 et forment un pont disulfure important pour la conformation du récepteur. 
 
1.1.2 Famille 2 ou B 
 
La famille 2 regroupe des récepteurs aux hormones peptidiques de grande taille (glucagon, 
calcitonine). Leur site de liaison implique le domaine N-ter, la première boucle 
extracellulaire, et le premier segment transmembranaire. Le domaine N-ter est assez long et 
contient six cystéines conservées formant entre elles des ponts disulfures intervenant dans la 
liaison du ligand (Figure 30). 
Famille 2 Famille 3
 
Figure 30 : Schéma 
représentatif des GPCR des 
familles 2 et 3 (d’après 
Bockaert et Pin, 1999). 
 
  1.1.3 Famille 3 ou C 
 
Cette famille, regroupant les récepteurs métabotropiques des neurotransmetteurs 
(glutamate, GABA) et les récepteurs calciques, est caractérisée par un long domaine N-ter 
(jusqu’à 800 résidus) contenant le site de fixation du ligand. La structure tridimensionnelle de 
ce domaine révèle une organisation dimérique (Kunishima et al., 2000) avec trois 




1.1.3 Autres familles 
 
Les trois autres familles sont composées de récepteurs absents chez les Mammifères: 
récepteurs des phéromones de levure (famille 4), récepteurs Frizzled et Smoothened 
impliqués dans le développement de la drosophile (famille 5), et récepteurs à l’AMPc de 
l’amibe Dictyostelium discoideum (famille 6) (Fredriksson et al., 2003). 
 
1.2 Voies de signalisation des GPCR 
 
  1.2.1 Protéines G hétérotrimériques 
 
Comme leur nom l’indique, suite à la fixation de ligands les récepteurs couplés aux 
protéines G interagissent avec les protéines G hétérotrimériques et initient ainsi des cascades 
de signalisation (Figure 31). La liaison du ligand induit des changements conformationnels 
du récepteur, au niveau de la poche formée par les segments transmembranaires, permettant 
son interaction avec les protéines G qui assurent la transduction de l’information en activant 
un effecteur pour aboutir à la réponse cellulaire appropriée. La transduction d’un signal par le 
système GPCR/protéine G/effecteur s’accompagne d’un processus d’amplification: 
l’activation de l’effecteur entraîne la synthèse de nombreuses molécules de seconds messagers 




Figure 31 : Schéma 
représentant la « triade » 
GPCR/Protéine G/Effecteur. 
La liaison du ligand au 
GPCR entraîne le passage de 
l’état inactif (état GDP-lié) à 
l’état actif (état GTP-lié, α et 
βγ dissociées) des protéines 
G associées, qui module en 
retour un effecteur (enzyme, 
canal) pour aboutir à une 




Toutes les protéines G sont constituées de l’association d’une sous-unité α, possédant un 
site d'interaction avec le GDP/GTP, avec un complexe β/γ. Le transfert d’information entre le 
GPCR activé par son agoniste et l’effecteur passe par des cycles d’activation/inactivation de 
ce complexe α/β/γ. Lorsque le complexe est lié au GDP, α/β/γ sont associées et la protéine G 
est inactive. L’activation du GPCR par son agoniste favorise l’échange GDP/GTP au niveau 
du site actif de la sous-unité α: la liaison du GTP induit la dissociation du trimère et libère la 
sous-unité α d’un côté et le complexe β/γ de l’autre qui peuvent alors interagir avec des 
effecteurs. L’activité GTPasique de la sous-unité α permet ensuite l’hydrolyse du GTP en 
GDP et le retour à l’état initial trimérique α/β/γ inactif. 
Le site d’interaction entre le GPCR et le complexe α/β/γ impliquerait des régions 
intracellulaires du récepteur, dont les boucles i2 et i3 ainsi que l’extrémité C-terminale (Wess, 
1997; Gether, 2000). Cette interaction ferait également intervenir le C-ter et la boucle α4-β6 
de la sous-unité α, ainsi que les C-ter de β et γ (Oldham et Hamm, 2008) (Figure 32). 
 
 
Figure 32 : Représentation 
de l’interface GPCR-Protéine 
G basée sur les modèles de la 
rhodopsine et de la protéine 
G hétérotrimérique Gt. Les 
C-ter de α, β et γ et la boucle 
α4-β6 de α interagissent avec 
les boucles intracellulaires 
du récepteur représenté ici 
par la rhodopsine (d’après 
Oldham et Hamm, 2008). 
 
La complexité et la spécificité de la signalisation induite par les GPCR repose sur la grande 
variété des protéines G. Une quarantaine de sous-unités ont été clonées: 23 sous-unités α de 
39 à 46 kDa codées par 17 gènes et classées en quatre familles (Gαi/o, Gαs, Gαq/11 et Gα12), 6 










Tableau 6 : Principales sous-unités des protéines G et leurs effecteurs. (+): stimulation de 
l’activité; (-): inhibition de l’activité. 
Ces différentes sous-unités ciblent une variété conséquente d’effecteurs (Tableau 6), et le 
nombre important d’associations trimèriques possibles entre les différentes sous-unités 
contribue à la grande diversité et à la spécificité des signaux activés par les GPCR. 
 
   Sous-unités α des protéines G 
 
Les protéines G se distinguent les unes des autres par leurs sous-unités α leur conférant 
leur spécificité. Celles-ci jouent un rôle déterminant dans le couplage du récepteur / effecteur, 
chaque type de sous-unité interagissant spécifiquement avec un groupe de récepteurs et 
activant un effecteur donné. On distingue généralement quatre groupes de protéines G sur la 
base de leurs homologies de séquence: 
 
 - La famille Gs, stimulant l’adénylate cyclase qui catalyse la conversion de l’ATP 
cytoplasmique en AMPc. L’activité GTPase des sous-unités αs, αt, et αolf est inhibée par la 
toxine cholérique par un mécanisme d’ADP-ribosylation. 
 - La famille Gi, comportant les sous-unités αi, αo et αt qui inhibent l’adénylate cyclase, 
entraînant une diminution de l’AMPc intracellulaire. Celles-ci sont ADP-ribosylées par la 




 - La famille Gq, comportant notamment les protéines αq et α11 qui stimulent la 
phospholipase C-β, entraînant l’hydrolyse du PIP2 en inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et 
diacylglycérol (DAG). L’IP3 provoque la libération du calcium des stocks intracellulaires. 
 - Les familles G12 et G13, qui activent les facteurs d’échange de GTP associés à Rho. 
 
   Sous-unités β/γ des protéines G 
 
Les sous-unités β/γ forment un complexe fort que seul un détergent peut dissocier 
(Clapham et Neer, 1997). Elles constituent une unité fonctionnelle capable de réguler de 
nombreux effecteurs tels que l’adénylate cyclase (Federman et al., 1992), la phospholipase C 
(Katz et al., 1992), la phospholipase A2 (Kim et al., 1989), les canaux potassiques ou 
calciques (Kim et al., 1989 ; Ikeda, 1996 ; Medina et al., 2000), ainsi que les protéines de la 
famille Src (Luttrell et al., 1997). La sous-unité β interagit avec la sous-unité α tandis que la 
sous-unité γ détermine la spécificité de l’effecteur et participe à l’interaction avec le récepteur 
(Hou et al., 2000). 
Les données structurales disponibles sur les protéines G montrent (Lambright et al., 1996; 
Sondek et al., 1996; Sunahara et al.,1997; Lodowski et al., 2003; Tesmer et al., 2005) que la 
sous-unité α est constituée de deux domaines: un domaine GTPase formé de six brins β 
entourés de six hélices α, et un domaine hélicoïdal, formé d’une longue hélice α centrale et de 
cinq petites hélices (Figure 33). 
 
 
Figure 33 : Structure 
tridimensionnelle d’une 
protéine G hétérotrimérique, 
la transducine (Gt) (d’après 
Lambright et al., 1996). Les 
sous-unités α, β et γ sont 
respectivement représentées 





La sous-unité β se replie en un paquet de feuillets β hautement symétriques, ou « β 
propeller » précédé en N-ter d’une hélice α. Cette hélice N-terminale permet l’interaction 
avec la sous-unité γ formée d’une hélice α. Cette forte interaction hélice-hélice entre les sous-
unités β et γ serait à l’origine de l’indissociabilité du complexe qu’elles forment. 
 
  1.2.2 Régulation de l’activité des GPCR 
 
L’activité des récepteurs couplés aux protéines G repose sur un équilibre entre différents 
mécanismes contrôlant la signalisation du récepteur et l’arrêt de la réponse. La régulation de 
cette activité est donc complexe et fait intervenir plusieurs acteurs et processus. 
 
   Protéines RGS 
  
Le signal intracellulaire peut être limité par l’intervention de protéines extérieures 
modulant l’activité GTPase de la sous-unité α et facilitant le retour à l’état inactif. C’est le cas 
des protéines RGS (Regulator of G protein Signaling) qui modulent l’hydrolyse par Gα du 
GTP en GDP, et donc le signal déclenché par la liaison de l’agoniste au GPCR. Les RGS 
jouent le rôle de GAP (GTPase Activating Proteins): elles ne possèdent pas d’activité 
GTPasique mais réduisent le signal transmis par Gα liée au GTP (et par Gβγ) en facilitant 
l’hydrolyse du GTP d’un facteur 100 à 1000. La protéine G retourne alors dans son état inactif 
hétérotrimérique Gαβγ lié au GDP. La famille des RGS comprend plus de 30 membres dont 
les tailles varient de 17 à 160 kDa, pouvant être membranaires ou cytoplasmiques (McCudden 
et al., 2005). 
 
   Désensibilisation 
 
La signalisation d’un GPCR peut également être modulée par des phénomènes de 
désensibilisation dus à des phosphorylations par des kinases spécifiques (désensibilisation 
homologue) ou activées par les seconds messagers (désensibilisation hétérologue). Suivant 
l’intensité de la désensibilisation, ses effets varient de l’atténuation de l’efficacité de 




Un GPCR activé adopte une conformation exposant des séquences consensus favorisant le 
recrutement et la liaison de kinases qui vont phosphoryler le récepteur au niveau de résidus 
sérine et thréonine situés sur les boucles intracellulaires ou au niveau de l’extrémité C-ter. 
Dans le cas de la désensibilisation homologue, cette phosphorylation fait intervenir des 
sérines/thréonines kinases spécifiques de la famille des GPCR, les GRK (G-protein Receptor 
Kinases). Elles ont une action spécifique puisque seuls les récepteurs activés par un agoniste 
sont susceptibles d’être phosphorylés. Les GRK phosphorylent le récepteur au niveau des 
boucles intracellulaires i2 et i3 et de l’extrémité C-ter (Lefkowitz, 1998), permettant ainsi la 
liaison d’une arrestine sur le récepteur qui masque les séquences d’interaction avec les sous-
unités α des protéines G. Ceci a pour conséquence d’empêcher l’interaction récepteur-
protéine G, provoquant un découplage (Ferguson, 2001). Ce phénomène est très rapide et peut 
varier de la milliseconde à la seconde. 
La désensibilisation hétérologue des GPCR est indépendante de la présence d’un ligand 
spécifique lié au récepteur, mais provoquée par l’activation d’un autre récepteur sur la même 
cellule. Cette activation entraîne le recrutement de messagers secondaires, recrutant à leur 
tour des kinases qui phosphorylent non seulement les récepteurs activés par les agonistes mais 
également les récepteurs n’ayant pas été stimulés par un ligand. Les protéines kinases mises 
en jeu dans ce cas sont les sérines/thréonines kinases PKA et PKC, activées respectivement 
par l’AMPc et le DAG. Elles ont une action équivalente à celle des GRK puisqu’elles 
provoquent le découplage GPCR-protéine G en phosphorylant le récepteur au niveau des 
boucles intracellulaires i2/i3 et de l’extrémité C-ter, permettant ainsi le recrutement des 
arrestines et conduisant à l’internalisation du récepteur et donc l’interruption du signal 
(Ferguson, 2001). 
 
   Régulation négative 
 
La régulation négative, ou « down-regulation », intervient après une stimulation prolongée 
et répétée du récepteur de manière à protéger la cellule des effets délétères liés à une sur-
activation (Tsao et al., 2001). Elle peut résulter soit d’une diminution de la synthèse protéique 
(baisse de l’activité transcriptionnelle ou traductionnelle), soit d’une augmentation de la 
dégradation secondaire du récepteur (internalisation par endocytose ou séquestration), soit 
d’une intensification des processus de dégradation du récepteur via les lysosomes. Ce 




Dans le cas d’une augmentation de la dégradation ainsi que lors des processus de 
désensibilisation, les récepteurs sont internalisés. Ce processus repose essentiellement sur la 
voie des vésicules à clathrine mais peut également emprunter la voie des cavéoles. 
Les mécanismes d’internalisation des récepteurs par la voie des vésicules à clathrine font 
intervenir les β-arrestines, qui servent de protéines adaptatrices: elles interagissent à la fois 
avec les récepteurs, les clathrines et le complexe adaptateur AP-2 (Laporte et al., 2002) et 
permettent l’adressage des GPCR vers les puits recouverts de clathrine de la membrane. Une 
autre protéine membranaire, la dynamine, permet ensuite la scission de la vésicule par 
hydrolyse de GTP (Claing et al., 2002; Wolfe et Trejo, 2007). Après internalisation, le 
récepteur est soit déphosphorylé dans les endosomes puis recyclé (re-sensibilisation), soit 
dégradé dans les lysosomes (régulation négative). 
  Les GPCR peuvent également être internalisés par la voie des cavéoles. Ces 
microdomaines membranaires invaginés (ø 60 à 80 nm), riches en cholestérol et en 
sphingolipides et résistants à la solubilisation, contiennent une protéine spécifique: la 
cavéoline (Fielding et Fielding, 2000). Celle-ci servirait de structure d’attachement pour les 
récepteurs. Cette voie d’internalisation fait également intervenir la dynamine, permettant la 
scission des vésicules via l’hydrolyse de GTP (Okamoto et al., 2000). Là encore, les 
récepteurs internalisées par la voie des cavéoles peuvent être soit recyclés vers la membrane, 
soit adressés aux lysosomes pour être dégradés. 
Les rafts, microdomaines riches en cholestérol et en sphingolipides, permettraient 
également l’internalisation de GPCR, mais les mécanismes conduisant les récepteurs dans ces 
microdomaines restent méconnus (Kirkham et Parton, 2005). 
 
  1.2.3 Voies de signalisation indépendantes des protéines G 
 
Les GPCR ont la capacité d’interagir avec d’autres protéines que les protéines G 
hétérotrimériques: les boucles extracellulaires et le domaine C-ter des récepteurs présentent en 
effet des motifs caractéristiques des interactions protéine/protéine. Des protéines se liant 
directement aux GPCR semblent donc participer à l’assemblage d’un véritable échafaudage 
protéique fonctionnel autour du récepteur (Brzostowski et Kimmel, 2001; Milligan et White, 
2001). Ainsi, les kinases JAK/STAT, Src, ERK, GRK, ainsi que les β-arrestines et les 




les GPCR indépendamment des protéines G (Sun Y et al., 2007), régulant des processus tels 
que la différenciation et la croissance cellulaire. 
 
1.3 Considérations structurales et fonctionnelles 
 
   Considérations structurales 
 
Seules deux structures cristallographiques de GPCR sont connues: celles de la rhodopsine 
(Palczewski et al., 2000) et du récepteur β2 adrénergique (Rasmussen et al., 2007). 
La rhodopsine, protéine de 348 résidus, constitue le récepteur modèle de la famille 1 qui 
regroupe 90 % des GPCR. Fortement exprimée au niveau des bâtonnets rétiniens, elle est 
activée par la lumière et déclenche une voie de signalisation intracellulaire aboutissant à la 
vision. Elle comporte quelques caractéristiques uniques comme la présence d’un chromophore 
covalemment lié aux domaines transmembranaires: initialement présent sous forme de 11-cis-
rétinal (forme inactive), la capture d’un photon conduit à sa photoisomérisation en 11- trans-
rétinal (forme active). La publication en 2000 de la structure tridimensionnelle de la 
rhodopsine bovine résolue à 2,8 Å fut la première description d’une structure à haute 
résolution d’un GPCR à l’état inactif (Palczewski et al., 2000). Elle a confirmé la topologie à 
sept segments transmembranaires prédite à partir des profils d’hydrophobicité et a mis en 
lumière certaines précisions concernant la taille des segments transmembranaires, la présence 
d’un pont disulfure conservé chez les GPCR entre les cystéines 110 et 187 (situées 
respectivement à l’extrémité de TMIII et dans la boucle e2) conférant une structure particulière 
à la boucle e2 contribuant avec le N-ter à fermer le site de liaison du ligand, la présence d’une 
hélice amphiphile supplémentaire (VIII) située après TMVII à la surface de la membrane 
plasmique, ou encore l’existence d’un réseau de liaisons hydrogènes entre hélices 








Figure 34 : Structure 
cristallographique de la 
rhodopsine bovine (d’après 
Palczewski et al., 2000). On 
distingue la présence d’une 
hélice amphiphile (VIII) 
supplémentaire ainsi que la 
structuration particulière de 
la boucle e2. 
 
 
Les boucles cytoplasmiques i1, i2 et i3 semblent s’ouvrir pour former l'interface putative 
avec les protéines G. Les segments TMI, TMIV, TMVI et TMVII présentent une courbure due à 
la présence de prolines, et le segment TMII présente une courbure supplémentaire liée à la 
présence de glycines en positions 89 et 90.  
 
Le récepteur β2 adrénergique est le deuxième GPCR dont la structure a été résolue, à 3,4 
Å/3,7 Å (Rasmussen et al., 2007). Composé de 443 résidus, il appartient à la famille des 
récepteurs adrénergiques, activés par l’adrénaline et la noradrénaline (catécholamines), et 
module l’activité des canaux calciques de type L CaV1.2 et de l’adénylate cyclase via les 
protéines GS: son activation provoque l’augmentation de la synthèse d’AMPc qui en retour 
active un certain nombre de kinases dont la PKA. Le récepteur β2 est notamment impliqué 
dans la relaxation des muscles lisses, la glycogénolyse et la néoglucogenèse, ou encore la 
contraction des sphincters et du tractus gastro-intestinal. Des mutations touchant β2 sont  






Figure 35 : Structure 
cristallographique du 
récepteur β2 adrénergique 
(d’après Rasmussen et al., 
2007). On distingue là 
encore la présence d’une 




Sa structure est très proche de celle de la rhodopsine, avec sept segments transmembranaires 
coudés assortis d’une hélice amphiphile VIII surnuméraire en C-ter. Elle diffère néanmoins 
sur un point: là où le motif DRY (Glu134/Arg135/Tyr136) de la rhodopsine, situé à 
l’extrémité intracellulaire de l'hélice III, interagissait fortement avec l'extrémité 
cytoplasmique de l’hélice VI, cette interaction est beaucoup plus faible chez β2. 
 
   Considérations fonctionnelles 
 
Plusieurs modèles théoriques ont été développés pour décrire les mécanismes d’activation 
des GPCR. Le plus répandu est le modèle complexe ternaire étendu (ou modèle à deux états), 
proposé pour décrire le fait que les récepteurs peuvent spontanément adopter une 
conformation active et être couplés aux protéines G en absence d'agoniste (Samama et al., 
1993; Leff, 1995). Le récepteur serait en équilibre entre un état inactif Ri et un état actif Ra. 
En l’absence d'agoniste, l'état inactif prévaut mais la barrière énergétique entre les états Ri et 
Ra est suffisamment faible pour permettre à une partie des récepteurs d'être spontanément 
dans l'état Ra. Les agonistes ayant plus d’affinité pour les récepteurs dans l’état Ra, l’équilibre 
est déplacé vers la forme Ra dont la proportion augmente. A l'opposé, les agonistes inverses 
inhibent l'activité spontanée en stabilisant le récepteur dans la conformation inactive Ri. Les 
antagonistes sont alors définis comme des ligands intermédiaires capables de lier avec la 
même affinité les états Ri et Ra et n'induisant donc pas de modification de l'équilibre. Dans le 
modèle ternaire étendu, le récepteur peut donc être activé et activer en retour les protéines G 
sans avoir lié son agoniste (Figure 36).  
 
 
Figure 36 : Modèles 
d’activation des GPCR 
(d’après Kenakin, 2004). Ri: 
état inactif; Ra: état activé; 
A: agoniste; G: protéine G. 
On note la présence d’états 
activés sans fixation 
d’agoniste, et d’états inactifs 





Une variante du modèle ternaire, le modèle ternaire cubique, intègre une forme complexée 
entre le récepteur inactif et la protéine G (RiG) qui n’a pas la capacité d’induire de 
signalisation. Ce modèle complexe semble être le plus adapté puisque lui seul décrit 
l’existence d’un équilibre entre plusieurs états actifs Ra et inactifs Ri. Néanmoins, la situation 
réelle est probablement plus complexe car plusieurs conformations actives et inactives 
existent: suivant sa conformation un GPCR peut se coupler avec différents types de protéines 
Gα et un même agoniste peut ainsi activer plusieurs voies indépendantes (Audet et al., 2008). 
Environ 40 % des GPCR humains présentent une activité constitutive (Seifert et Wenzel-
Seifert, 2002), spontanée et indépendante d'un ligand, conduisant à la production de seconds 
messagers. En outre, de nombreux mutants constitutivement actifs de GPCR (ou CAM pour 
Constitutively Active Mutants) ont été décrits (Parnot et al., 2002), actifs et capables d’activer 
les protéines G en l’absence de ligand. De nombreux récepteurs CAM de la famille 1 
présentent une mutation récurrente dans le motif conservé DRY, suggérant que celui-ci est un 
motif structural majeur qui contraint le récepteur dans une conformation inactive. La fixation 
du ligand, déplaçant les boucles du récepteur et modifiant la conformation de ce motif, 
pourrait permettre l’interaction avec les protéines G. 
 
Le schéma usuel de la signalisation des GPCR représente généralement un récepteur activé 
par la liaison d’un agoniste et entraînant l’activation d’une protéine G (stœchiométrie 1/1). Ce 
modèle simple permet d’expliquer la libération d’une molécule de GDP et la fixation d’une 
molécule de GTP, signature de l’activation des GPCR. Néanmoins, il est de plus en plus 
controversé et l’existence de phénomènes d’oligomérisation des GPCR devient une question 
récurrente, des preuves biochimiques, biophysiques et pharmacologiques montrant l’existence 
de dimères ou d’oligomères (Wang et al., 2005). Ce phénomène pourrait être impliqué dans la 
modulation de propriétés fonctionnelles des GPCR comme la liaison, la signalisation, ou le 
trafic suivant les récepteurs considérés (Parnot et Kobilka, 2004). L’oligomérisation 
permettrait ainsi un niveau supplémentaire de modulation de l’activité des GPCR. 
Ces interactions peuvent survenir entre membres d’une même famille, comme pour les 
récepteurs des opiacés chez lesquels la dimérisation κ/δ augmente l’inhibition de l’adénylate 
cyclase et module la pharmacologie du récepteur (Pascal et Milligan, 2005), mais également 
entre GPCR de types différents, entraînant la formation d’hétérodimères (Prinster et al., 
2005). C’est le cas des récepteurs GABAB qui ne sont fonctionnels qu’à l’état 




ligand et GABAB-R2 pour l’expression à la surface (Galvez et al., 2001). Parfois des 
récepteurs de sous-familles distinctes peuvent aussi former des hétérodimères, comme c’est le 
cas des récepteurs adrénergiques et récepteurs des opioïdes (Jordan et Devi, 1999), même si la 
signification fonctionnelle de ce phénomène est à ce jour inconnue. 
Les mécanismes engendrant la dimérisation ne sont pas clairement établis, celle-ci pouvant 
survenir au niveau de la membrane plasmique sous l’influence d’un stimulus ou au moment 
de la synthèse. Ce processus pourrait toutefois être impliqué dans le contrôle-qualité du 
repliement des récepteurs néosynthétisés et leur adressage à la membrane plasmique, dans la 
modulation de la transduction du signal en modifiant la sélectivité d’interaction entre un 
GPCR et une protéine G donnée, ou encore au niveau de l’internalisation du récepteur en 
favorisant une voie d’endocytose de l’un des partenaires de l’hétérodimère (Bulenger et al., 
2005). 
 
1.4 GPCR et santé humaine 
 
Sur l’ensemble du marché pharmaceutique mondial, ~30 % des médicaments ont pour 
cible un GPCR (Hopkins et al., 2002). On retrouve parmi ceux-ci des composés appartenant à 
des classes pharmacologiques aussi diverses que les anti-migraineux, anti-psychotiques, anti-
histaminiques, les analgésiques ou encore les β-bloquants. En termes de vente, plus de 60 % 
des prescriptions ciblent des GPCR et l’ensemble des ventes de médicaments ciblant des 
GPCR ont rapporté 23,5 milliards de dollars aux industries pharmaceutiques en 2002 
(Schöneberg et al., 2004). Cette famille de protéines est donc très étudiée pour son 
implication directe en santé humaine et représente un enjeu financier considérable. 
 
En conditions normales, l’activité d’un récepteur permet d’assurer une fonction 
physiologique essentielle, et est par conséquent hautement régulée. Néanmoins, des mutations 
peuvent survenir et entraîner l’apparition de récepteurs constitutivement actifs présentant des 
activités anormales et non régulées d’activation des protéines G et des effecteurs. Les origines 
des pathologies associées à des dysfonctionnements de GPCR peuvent être des aberrations 
chromosomiques ou des malformations de la protéine. On connaît à l’heure actuelle plus de 
trente maladies et phénotypes cliniques associés à des mutations de GPCR (Tableau 7) 
(Schöneberg et al., 2004). Ainsi à titre d’exemple, une mutation du récepteur de la rhodopsine 




vasopressine est associé à des diabètes insipides, et des formes mutées des récepteurs aux 




Tableau 7 : Exemples de pathologies humaines associées à des mutations dans des GPCR. 
 
Les GPCR jouent également un rôle critique vis-à-vis de certains pathogènes: au cours de 
l’évolution, les virus ont développé de nombreuses stratégies en vue de détourner à leur 
avantage la machinerie des cellules hôtes et pour échapper au système immunitaire, afin de 
garantir leur survie et leur propagation. De nombreux virus codent pour des protéines 
analogues aux GPCR, et certains ont même adopté des gènes de cellules hôtes et optimisé 
leurs produits à leur profit. Ainsi, certains membres de la famille des Herpesviridae et des 
Poxviridae ont incorporé dans leur génome certaines chimiokines et leurs récepteurs, et le 
récepteur ORF74, GPCR codé par l’herpesvirus HHV8, est impliqué dans le processus 
tumorigène du Sarcome de Kaposi (Couty et Gershengorn, 2004). D’autres GPCR analogues 
de récepteurs de chimiokines ont été identifiés, les plus connus étant le récepteur U12 codé 
par l’herpesvirus HHV6 et US28 codé par le cytomégalovirus hCMV, impliqués dans le 
développement de lymphomes d’athérosclérose (Gao et Murphy, 1994; Isegawa et al., 1998). 
A l’heure actuelle, plus de dix chimiokines codées par des virus et approximativement le 
même nombre de récepteurs ont été identifiés par homologie de séquence avec l’équivalent 
humain (Rosenkilde et al., 2001). 
Enfin, le séquençage du génome humain a révélé ~200 nouveaux GPCR « orphelins » sans 




inverse sont mises en place pour identifier la fonction et les ligands de ces récepteurs qui 
semblent impliqués dans un grand nombre de pathologies humaines et représentant par 
conséquent un potentiel thérapeutique important (Civelli, 2005; Kutzleb et al., 2005). 
 
1.5 Cas particuliers des récepteurs M2 et D2 
 
Ce travail faisant intervenir les récepteurs métabotropiques humains hM2 et hD2, un bref 
aperçu de leurs propriétés respectives est apporté ci-dessous. 
 
 Le récepteur muscarinique M2 
 
Composé de 466 résidus, le récepteur muscarinique M2 a été cloné à partir d’une banque 
d’ADNc de cortex cérébral de rat (Bonner et al., 1987). Appartenant à la classe des GPCR 
métabotropiques, son agoniste naturel est l’acétylcholine, mais il est également activé par 
d’autres molécules telles que la muscarine ou le carbachol, dont l’action est antagonisée par 
l’atropine. Les récepteurs M2 agissent via un couplage avec les protéines Gi/o, Gαi inhibant 
l’activité de l’adénylate cyclase et provoquant une diminution de la concentration en AMPc. 
Cette action peut être inhibée par la toxine pertussique PTX: celle-ci catalyse l’ADP-
ribosylation de la sous-unité Gαi, maintenant cette dernière en configuration GDP-lié et 
empêchant l’interaction avec le récepteur. Les récepteurs M2 régulent également l’activité de 
canaux potassiques via les sous-unités Gβγi: ils participent ainsi à la régulation des canaux 
potassiques cardiaques IKAch, composés de l’assemblage hétérotétramérique GIRK1 (= Kir3.1) 
/ GIRK4 (= Kir3.4) (GIRK, G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel) 
(Krapivinsky et al., 1995). Ils interviennent encore dans la régulation de canaux calciques.  
Chez l’homme, les récepteurs muscariniques M2 sont notamment localisés au niveau 
cardiaque, où ils exercent plusieurs actions: ils participent au retour à un rythme cardiaque 
sinusal normal après stimulation par le système nerveux sympathique en ralentissant la vitesse 
de dépolarisation, mais réduisent également la force de contraction du muscle cardiaque atrial 
et la vitesse de conduction du nœud atrioventriculaire. On les retrouve également au niveau de 
la vessie et dans le tractus gastro-intestinal où ils participent à la contraction musculaire, dans 
le cerveau, dans les yeux où ils participeraient à la constriction / dilatation des pupilles 





   Le récepteur dopaminergique D2 
 
Composé de 443 résidus, le récepteur dopaminergique D2 humain (hD2) a été cloné à partir 
d’une banque d’ADNc de glande pituitaire (Grandy et al., 1989). Lui aussi membre de la 
famille des GPCR métabotropiques, il est impliqué dans la régulation de la transmission 
nerveuse, et est activé par la dopamine ainsi que par le quinpirole dont l’action est 
antagonisée par le sulpiride. Il existe deux isoformes du récepteur issues d’un épissage 
alternatif: une isoforme courte présynaptique, notée D2Sh (415 résidus) et aussi appelée 
« autorécepteur », impliquée dans des mécanismes de feed-back (synthèse, stockage et 
relargage de dopamine dans la fente synaptique), et une isoforme longue post-synaptique 
classique, notée D2Lh (444 résidus), stimulée par les neurotransmetteurs (dopamine) et 
impliquée dans la poursuite post-synaptique de l’information nerveuse. L’isoforme D2Lh 
diffère de D2Sh par l’insertion de 29 résidus dans la troisième boucle intracellulaire, 
impliquée dans le couplage du récepteur aux protéines G. 
A l’image de M2, les récepteurs D2 inhibent l’activité de l’adénylate cyclase via un 
couplage avec les protéines Gi/o, provoquant une diminution de la concentration en AMPc. 
Comme pour M2, cette action de hD2 sur l’adénylate cyclase peut être inhibée par la toxine 
pertussique PTX. Les récepteurs D2 régulent également l’activité de canaux potassiques via 
les sous-unités Gβγi: ils modulent ainsi l’activité de canaux GIRK impliqués dans la régulation 
négative de l’excitabilité neuronale ou du tonus cardiaque (Kobayashi  et al., 2004). 
On trouve donc les récepteurs D2 principalement au niveau du système nerveux central, où 
ils participent à la conduction de l’information nerveuse, mais aussi au niveau de l’artère 
pulmonaire et dans les reins où ils affectent la diurèse et la natriurèse. De ce fait, une 
dérégulation de la signalisation de ces récepteurs est associée avec des désordres 
neurologiques et psychiatriques sévères, tels que la maladie de Parkinson, la schizophrénie, 
les troubles obsessionnels compulsifs ou encore la dépendance toxicomaniaque, et les 
récepteurs dopaminergiques neuronaux sont la cible principale de médicaments 
antipsychotiques et psycho-stimulant (Girault et al., 2004).  
 
2. Régulation des canaux Kir par les GPCR 
 





Comme décrit précédemment dans cette introduction, l’activité des canaux de la famille 
Kir3.x est en partie régulée par des voies de signalisation initiées par les GPCR, soit par 
interaction directe avec les protéines G hétérotrimériques soit via les voies de signalisation 
qu’elles activent, d’où la dénomination de canaux GIRK. Ceux-ci participant entre autre au 
contrôle de l’activité neuronale et du rythme cardiaque, leur régulation fine est primordiale et 
ils représentent des cibles thérapeutiques de choix (Kobayashi et Ikeda, 2006). 
 
   Régulation directe 
 
La régulation directe de canaux GIRK par les GPCR intervient lors de processus rapides 
visant à diminuer l’excitabilité membranaire (contrôle du rythme cardiaque, relargage 
synaptique de dopamine modulant l’activité neuronale), l’exemple parfait étant la régulation 
des canaux cardiaques KAch (GIRK1/4) par les récepteurs M2 activés par l’acétylcholine (Sui 
et al., 1999). Ce processus de régulation fait intervenir les sous-unités β/γ des protéines Gi/o 
qui interagissent directement avec les canaux GIRK, via un site composé de motifs présents 
sur les parties N-ter et C-ter cytoplasmiques des GIRK, et provoquent leur activation en 
stabilisant leur interaction avec le PIP2 (Figure 37). Il semble que les sous-unités Gα soient 
également impliquées dans ce processus, se fixant au N-ter de GIRK en configurations Gαβγ et 
Gα/GDP-lié et permettant l’accès rapide du complexe Gβγ dissocié à GIRK. De ce fait, il est 
probable que les GPCR, leurs protéines G associées et les canaux GIRK forment un complexe 
de signalisation au niveau de la membrane (Sadja et al., 2003). 
 
 
Figure 37 : Représentation 
schématique du complexe de 
signalisation des canaux 
GIRK (d’après Sadja et al., 
2003). Les canaux sont 
activés directement par Gβγ 
mais aussi régulés 
indirectement par des voies 






   Régulation indirecte 
 
 Les canaux GIRK sont également activés ou inhibés de manière indirecte par des voies 
dépendantes des GPCR et faisant intervenir les protéines G (Figure 37). Comme l’ensemble 
des canaux Kir, les GIRK sont activés par le PIP2 ainsi que par des phosphorylations via la 
PKA. Or, ces mécanismes sont en partie régulés par des voies de signalisation dépendantes 
des GPCR et des protéines G: ainsi, l’activation des protéines Gαq provoque une augmentation 
de l’activité de la phospholipase C (PLC), entraînant la dégradation du PIP2 et provoquant une 
diminution de l’activité des GIRK. A l’inverse, l’activation des protéines Gαs entraîne 
l’activation de la PKA qui en retour phosphoryle et active ces canaux. Les canaux GIRK sont 
donc activés via les voies de signalisation des récepteurs couplés aux protéines Gαs, et inhibés 
via les voies de signalisation des récepteurs couplés aux protéines Gαq. C’est le cas 
notamment des canaux cardiaques GIRK1/4 (Lei et al., 2003) participant au contrôle du 
rythme cardiaque. 
 
 2.2 Régulation des canaux KATP 
 
Kir6.2 est activé par le PIP2 et les phosphorylations, et peut donc être indirectement régulé 
par les voies de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G. Ainsi, l’activation des 
protéines Gαq provoque le recrutement de la phospholipase C (PLC) qui hydrolyse le PIP2 en 
diacylglycérol (DAG) et inositol-triphosphate (IP3): l’hydrolyse du PIP2 lève son action 
activatrice sur Kir6.2, et la libération de DAG active la PKC dont l’activité de 
phosphorylation active Kir6.2 mais inhibe Kir6.1 (Figure 38). L’activation des protéines Gαs 
provoque le recrutement de la PKA qui phosphoryle Kir6.x, entraînant son activation. 
L’activité des canaux KATP peut également être modulée directement par un certain nombre de 
protéines G comme discuté plus haut. Ainsi, ceux-ci peuvent être régulés par l’action de sous-
unités Gαι/ο comme suggéré par des expériences de patch-clamp (Terzic et al., 1994). Les 
sous-unités Gαi1 stimuleraient l’activité des canaux SUR1 + Kir6.2 et plus faiblement des 
canaux SUR2A + Kir6.2 (Sanchez et al., 1998), et les sous-unités Gβγ2 ont également été 









































Figure 38 : Régulation des canaux KATP par les voies de signalisation associées aux GPCR. 
 
3. Interactions directes GPCR/canaux et biocapteurs artificiels  
 
 3.1 Exemples d’interactions directes GPCR/canaux ioniques 
 
En plus des mécanismes de régulation directe et indirecte de canaux ioniques, nécessitant 
l’intervention des protéines G hétérotrimériques, plusieurs études indiquent que les GPCR 
sont capables d’interagir directement avec un certain nombre de canaux et de réguler leur 
activité indépendamment de tout intermédiaire et de toute signalisation. C’est le cas 
notamment du récepteur dopaminergique D1, qui interagit avec les récepteurs-canaux NMDA 
et les canaux CaV2.2, D2, qui interagit avec les canaux Kir3 et CLIC6, et D5 qui interagit avec 
les récepteurs-canaux GABA. C’est également le cas du récepteur adrénergique β2 qui 
interagit avec les canaux Kir3 et CaV1.2. 
 
  3.1.1 Interaction D1/NMDA et D1/CaV2.2 
 
Le contrôle de l’excitabilité neuronale requiert une régulation fine des flux ioniques à 
travers la membrane plasmique des neurones, et notamment des influx de Ca2+. Parmi les 
familles de récepteur-canaux présentes dans le système nerveux, on trouve notamment les 
récepteur-canaux au glutamate de type NMDA (N-méthyl-D-aspartate), ou récepteurs canaux 
NMDA, perméables aux ions Ca2+ mais aussi Na+ et K+. Ceux-ci sont principalement post-




activité-dépendantes. Ils sont impliqués dans des processus physiologiques fondamentaux tels 
que l’apprentissage et la mémoire ainsi que dans certaines pathologies telles que l’épilepsie, 
ou certains désordres mentaux. Produit de l’assemblage hétérotétramérique de deux sous-
unités, NR1 et NR2, ces récepteurs canaux sont principalement localisés au niveau des 
dendrites et leur régulation complexe fait intervenir à la fois des agents extracellulaires (Mg2+, 
Zn2+, H+, glycine) et intracellulaires (Ca2+, calmoduline), ainsi que des mécanismes faisant 
appel à des kinases et des phosphatases sous le contrôle de voies de signalisation associées 
aux GPCR et en particulier au récepteur dopaminergique D1 (Greengard, 2001). 
Egalement présents dans les dendrites, les récepteurs D1 présentent la particularité de 
réguler l’activité de NMDA par l’intermédiaire des voies de signalisation activées par les 
protéines GS auxquelles ils sont associés, mais aussi par interaction directe avec les récepteurs 
canaux. En effet, ils possèdent deux sites d’interaction avec NMDA localisés dans leur région 
C-ter cytoplasmique et notés t2 et t3: t2 interagit avec la région C-ter de la sous-unité NR1, et 
t3 avec la région C-ter de la sous-unité NR2A (Lee et al., 2002). L’application d’agonistes 
spécifiques de D1 sur des neurones entraîne ainsi de manière directe une inhibition des 
courants calciques traversant NMDA, possiblement par internalisation de ces récepteurs-
canaux. Il convient de noter que cette régulation est réciproque puisque la stimulation de 
NMDA active en retour la signalisation dopaminergique reposant sur D1. 
 
 
Figure 39 : Représentation 
schématique de l’interaction 
D1/NMDA (d’après Salter, 
2003). Le fragment C-
terminal t2 interagit avec la 
région C-terminale de la 
sous-unité NR1 et le fragment 
t3 avec celle de la sous-unité 
NR2A. La fixation d’un 
agoniste de D1 entraîne 
l’inhibition de l’activité de 
NMDA. 
 
Les récepteurs D1 régulent donc par un couplage direct l’activité des récepteurs-canaux 




Les récepteurs D1 participent également au contrôle des influx de calcium au niveau des 
dendrites via la régulation par interaction directe d’autres canaux calciques de type N, les 
canaux CaV2.2. C’est notamment le cas dans les neurones du cortex préfrontal, qui jouent un 
rôle prépondérant dans la mémoire, où ces deux protéines sont fortement exprimées. Les 
récepteurs D1 y sont la cible principale de la signalisation dopaminergique et participent au 
maintien des fonctions cognitives. Bien que les mécanismes exacts soient encore méconnus, il 
semble que ces processus impliquent des variations de la concentration intracellulaire en 
calcium: l’activation des récepteurs dopaminergiques pré-synaptiques inhibe les entrées de 
Ca2+ via les canaux calciques de type N et bloque la libération de neurotransmetteurs. Or, les 
récepteurs D1 participent à la régulation de canaux calciques voltages-dépendant et activent 
les canaux calciques de type L en recrutant la PKA via les protéines GαS, mais ils régulent 
également les canaux calciques de type N dans les neurones du cortex préfrontal. En effet, 
dans ces neurones, l’activation des récepteurs D1 provoque l’inhibition des canaux CaV2.2 par 
interaction directe: la fixation d’agonistes sur les récepteurs D1 entraînerait l’internalisation 
des canaux CaV2.2 auxquels ils sont physiquement couplés, réduisant ainsi les influx de Ca2+ 
présynaptiques et l’activité de neurotransmission synaptique (Kisilevsky et al., 2008). Ainsi, 
par leur couplage direct avec les canaux CaV2.2 dans les dendrites des neurones du cortex 
préfrontal, les récepteurs D1 contribuent au contrôle de la plasticité neuronale. 
 
  3.1.2 Interaction D2/Kir3 et D2/CLIC6 
 
D’autres membres de la famille des récepteurs dopaminergiques sont capables d’interagir 
avec des canaux ioniques, dont les récepteurs D2. Des expériences de co-immunoprécipitation 
ont permis de montrer que ce dernier fait partie de complexes membranaires stables de 
signalisation où il est en interaction avec les canaux hétérotétramériques Kir3.1/Kir3.2 et 
Kir3.1/Kir3.4 (Lavine et al., 2002). De telles associations ont notamment été retrouvées dans 
des tissus cérébraux de rat. L’assemblage de ces complexes nécessite la présence des sous-
unités Gβγ des protéines Gi/o associées à D2, mais une fois à la membrane plasmique, ceux-ci 
sont stables indépendamment de Gβγ et ne sont pas dissociés par l’activation du GPCR en 
présence d’agoniste. Si la formation de tels complexes favorise certainement une signalisation 
rapide entre le récepteur (D2) et l’effecteur (canaux Kir3) puisque ceux-ci sont en interaction, 
l’existence de mécanismes de régulation directs indépendants des protéines Gi n’est pas 




Les récepteurs dopaminergiques de la famille D2 ont également été décrits pour interagir 
physiquement avec des canaux chlorure de la famille CLIC (Chloride Intracellular Channel) 
de fonction inconnue, les canaux CLIC6: c’est le cas des récepteurs D2, D3 et D4, qui 
interagissent avec ces canaux via leur région C-ter cytoplasmique (Griffon et al., 2003). 
Associées aux membranes des organelles, les protéines CLIC sont alternativement décrites 
comme membranaires ou cytosoliques, et présentent la particularité inhabituelle pour un canal 
ionique de n’avoir qu’un segment transmembranaire putatif. Il semble que CLIC6 soit 
exprimé sous forme d’homodimère, deux sous-unités identiques s’assemblant par interaction 
entre leurs régions C-ter. Néanmoins, rien n’indique à ce jour que CLIC6 soit une cible de la 
signalisation des récepteurs de type D2, aucune modification des flux de chlore n’étant 
enregistrée suite à l’application d’agoniste des récepteurs. 
  
  3.1.3 Interaction D5/GABAA 
 
L’activité de neurotransmission des synapses inhibitrices, participant à la régulation de 
l’excitabilité neuronale, est fortement dépendante d’un type de récepteurs sensibles à l’acide 
γ-aminobutyrique (GABA, principal neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux 
central): les récepteurs GABA. Il en existe trois classes différentes, GABAA, GABAB et 
GABAC, GABAA et GABAC appartenant à la famille des récepteurs-canaux et GABAB à celle 
des GPCR. L’activation des récepteurs-canaux GABAA post-synaptiques suite à la fixation de 
GABA provoque un influx de chlore entraînant une hyperpolarisation inhibant la formation de 
potentiels d’action post-synaptiques: ceux-ci jouent donc un rôle majeur dans la physiologie 
nerveuse ainsi que dans certaines pathologies. Les récepteurs GABAA adoptent une structure 
hétéropentamérique résultant de l’assemblage de cinq sous-unités distinctes: α, β, γ, δ, et ε, 
composés chacune de quatre hélices transmembranaires. Bien que leur composition puisse 
différer, la population la plus abondante de récepteurs GABAA neuronaux est composée de 
l’assemblage des sous-unités α1, β2 et γ2. Principalement localisés dans les dendrites et au 
niveau de la jonction soma-axone, l’activité de ces récepteurs est régulée par un certain 
nombre d’agonistes (GABA, benzodiazépines, barbituriques, anesthésiques, stéroïdes 
neuroactifs) et d’antagonistes (picrotoxine, bicuculline), ainsi que par des mécanismes de 
phosphorylation impliquant les protéines kinases PKA et PKC ou des tyrosines kinases.  
Egalement présents dans ces régions dans certaines populations de neurones corticaux et de 




interaction directe. En effet, en présence de leurs agonistes respectifs (i.e. dopamine et 
GABA), D5 et GABAA forment un complexe (notamment retrouvé dans des neurones de 
l’hippocampe) impliquant une interaction intracellulaire entre la région C-ter de D5 et la 
boucle cytoplasmique IL2 de GABAA (Liu et al., 2000). Il en résulte une inhibition de 
l’activité de GABAA, possiblement par internalisation de ces récepteurs-canaux, et donc un 
arrêt de la signalisation synaptique inhibitrice. Là encore cette régulation négative est 
réciproque puisque la stimulation de GABAA inhibe en retour la signalisation dopaminergique 
reposant sur D5. 
 
 
Figure 40 : Représentation 
schématique de l’interaction 
D5/GABAA (d’après Salter, 
2003). La région C-terminale 
de D5 interagit avec la boucle 
cytoplasmique IL2 de la sous-
unité γ2 de GABAA. La 
fixation d’un agoniste de D5 
entraîne l’inhibition de 
l’activité de GABAA et 
réciproquement. 
  
Les récepteurs D5 inhibent donc par un couplage direct l’activité des récepteurs-canaux 
GABAA (et réciproquement), bloquant ainsi l’influx de chlore et régulant l’activité de 
neurotransmission synaptique inhibitrice. 
 
  3.1.4 Interaction β2/Kir3 et β2/CaV1.2 
 
Au jour d’aujourd’hui, la majorité des interactions GPCR/canaux décrites dans la 
littérature impliquent des récepteurs dopaminergiques. Néanmoins, d’autres familles de 
GPCR sont également concernées et de telles observations pourraient bientôt se généraliser à 
l’ensemble des GPCR. Comme les récepteurs dopaminergiques D2, les récepteurs 
adrénergiques β2 ont été rapportés pour interagir physiquement avec les canaux GIRK. Là 




font partie de complexes membranaires stables de signalisation où il sont en interaction avec 
les canaux hétérotétramériques Kir3.1/Kir3.2 et Kir3.1/Kir3.4, ainsi qu’avec d’autres 
partenaires comprenant entre autres l’adénylate cyclase (Lavine et al., 2002). De telles 
associations ont notamment été retrouvées dans des tissus cérébraux et cardiaques de rat. Là 
encore, ces complexes sont stables et ne sont pas dissociés par l’activation du GPCR en 
présence d’agoniste, mais la question de l’existence de mécanismes de régulation directs 
indépendants des protéines G reste en suspens. 
Les récepteurs β2 ont également été décrits pour interagir avec les canaux calciques de type 
L CaV1.2, là encore au sein de complexes comprenant l’adénylate cyclase mais aussi des 
protéines G hétérotrimériques, ainsi que les protéines kinase PKA et phosphatase PP2A 
(Davare et al., 2001). L’extrémité C-ter cytoplasmique de β2 interagit spécifiquement avec la 
sous-unité centrale α1C formant le pore de CaV1.2, et la fixation d’agoniste au récepteur 
entraîne une activation rapide des canaux calciques impliquant peut-être l’adénylate cyclase et 
la PKA présentes dans le complexe. Ce type de complexe de signalisation est retrouvé dans 
les neurones de l’hippocampe, essentiellement au niveau post-synaptique, où il permet une 
transduction de signal rapide et spécifique entre récepteur (β2) et effecteur (CaV1.2).  
 
 3.2 Génération de biocapteurs artificiels par couplage GPCR/canaux 
 
Le développement de biocapteurs électriques intégrés sur puces électroniques représente 
un outil prometteur à la fois pour le diagnostic médical et le criblage à haut débit de molécules 
d’intérêt pharmacologique. En effet, la détection de signaux électriques permet de s’affranchir 
des systèmes de détection à base de réactifs marqués, de faire des mesures en temps réel et 
avec un rapport signal/bruit élevé, et d’intégrer le tout dans des systèmes microélectroniques. 
Néanmoins, l’obtention de tels outils suppose de parvenir à coupler un système de détection 
électrique avec l’élément récepteur fixant le composé à détecter. Plusieurs approches ont été 
développées pour y parvenir, faisant appel à des systèmes intégrant des canaux naturels, 
hybrides, ou encore à des systèmes dépourvus de canaux. Le domaine des biocapteurs basés 
sur des pores synthétiques ne sera pas abordé ici. 
 
   Biocapteurs basés sur des canaux naturels 
 




naturels. Un premier exemple implique les canaux potassiques voltage-dépendants maxi-KCa: 
exprimés dans des cellules HEK293 déposées sur des transistors, l’activation de ces canaux 
provoque l’apparition de flux potassiques générant une variation de voltage transmise à la 
puce de silicone et mesurable au niveau du transistor (Straub et al., 2001), ouvrant la voie au 
développement de systèmes basés sur la mesure sur puce de phénomènes électriques 
cellulaires associés à des flux ioniques. 
Un autre exemple de capteur basé sur un canal naturel implique le récepteur ionotropique 
au glutamate iGluR6: couplé covalamment à un photophore (Figure 41), celui-ci est activé 
par émission lumineuse à 380 nm et inhibé de la même manière à 500 nm (Szobota et al., 
2007). Ce type de photocapteur est utilisé pour contrôler l’excitabilité neuronale, l’activation 
du système entraînant l’apparition de trains de potentiels d’action et inversement. 
 
 
Figure 41 : Représentation 
schématique d’un 
photocapteur artificiel. La 
stimulation à 380 nm 
entraîne l’ouverture du canal 
et inversement à 500 nm 
(d’après Szobota et al., 
2007). 
 
Le même type d’approche optique a été développé à partir de la rhodopsine sensible à la 
lumière ChR2 (Zhang et al., 2006), là encore afin de contrôler spécifiquement l’excitabilité de 
certaines populations cellulaires: contenant un photosenseur, le all-trans-rétinal (ATR), ces 
récepteurs-canaux sont activés par excitation en lumière bleue à 470 nm. 
 
   Biocapteurs basés sur des canaux hybrides 
 
Une troisième catégorie de biocapteurs repose sur la construction de canaux hybrides basés 
sur le modèle de l’α-hémolysine (αHL) ou des récepteurs aux neurotransmetteurs (GABA, 
NMDA, récepteur à la sérotonine de type 3A 5-HT3A etc).  
Une première approche de ce genre a été menée à partir de l’α-hémolysine (αHL). Cette 




arrangées de manière à former un pore dont la conductance unitaire importante (1 nS) permet 
un suivi aisé de l’activité. Par ingénierie protéique, celle-ci a pu être modifiée de manière à 
intégrer au choix dans le lumen un site de reconnaissance aux cations divalents (Braha et al., 
1997), à un certain nombre de drogues, de protéines ou d’oligonucléotides: la fixation d’un 
ligand à son site spécifique dans la cavité luménale de αHL bloque le pore du canal pendant 
un temps donné, déterminé par son affinité pour le site, jusqu’à ce qu’il soit relargué (Bayley 
et Cremer, 2001; Martin et Siwy, 2007), générant des successions d’ouvertures/fermetures 
stochastiques détectables électriquement (Figure 42).  
 
 
Figure 42 : Représentation 
schématique d’un biocapteur 
hybride basé sur l’αHL. La 
fixation d’un ligand sur un 
site spécifique introduit par 
ingénierie protéique bloque 
le pore du canal (d’après 
Bayley et Cremer, 2001). 
 
Un autre exemple caractéristique repose sur un travail visant à comprendre les mécanismes 
moléculaires à l’origine du couplage entre fixation du ligand et ouverture du pore chez le 
récepteur 5-HT3A, impliqué dans la transmission synaptique. Dans cette étude, une chimère a 
été réalisée entre le domaine de liaison à l’acétylcholine de la protéine AchBP et le pore du 
récepteur 5-HT3A (Bouzat et al., 2004). Le remplacement de trois boucles intracellulaires, 
faisant face au pore ionique, de AchBP par leurs régions équivalentes chez 5-HT3A suffit à 
générer un récepteur-canal hybride activé par l’acétylcholine. Il est donc possible, par 
ingénierie protéique, de coupler un domaine récepteur à un domaine pore pour créer un 
biocapteur fonctionnel hybride. 
 
   Biocapteurs dépourvus de canaux 
 
En marge des approches mimétiques inspirées de modèles biologiques, une quatrième 
catégorie de biocapteurs peut être définie, ne reposant pas sur l’utilisation de canaux ioniques 




matériel biologique. Ces systèmes de détection peuvent être basés sur le suivi de réactions 
red/ox, de flux ioniques à travers des pores artificiels. 
Une première illustration de ce type de système est un capteur développé pour détecter la 
présence d’œstrogène, basé sur l’interaction spécifique entre l’hormone et son récepteur fixé 
sur une électrode d’or fonctionnalisée au nickel à l’aide d’un tag histidine (Murata et al., 
2001). La fixation d’œstrogène à son récepteur empêche la réalisation de réactions red/ox, 
entraînant des mouvements ioniques mesurables, à la surface de la puce et peut donc être 










Figure 43 : Représentation 
schématique d’un biocapteur 
permettant la détection 
d’oestrogène. La liaison de 
l’hormone à son récepteur 
empêche la réalisation de 
réactions red/ox mesurables 
électriquement. 
 
Un dispositif de détection et d’analyse d’ADN constitue une seconde illustration de ce type 
de biocapteur. Ce système repose sur la mesure de flux ioniques à travers des nanopores 
synthétiques, de diamètre suffisant pour permettre le passage de molécules d’ADN linéaires, 
percés dans une surface isolante séparant deux compartiments (Figure 44). L’application d’un 
voltage permet l’établissement de flux ioniques d’un compartiment à l’autre via les pores: le 
passage d’une molécule d’ADN linéaire à travers un pore interrompt ces flux ioniques et peut 
donc être détecté électriquement (Healy, 2007). L’analyse de la durée du blocage permet de 








Figure 44 : Représentation 
schématique d’un biocapteur 
permettent la détection et 
l’analyse des propriétés de 
molécules d’ADN linéaires. 
L’ADN linéarisé traverse les 
pores et interrompt les flux 
ioniques les empruntant. 
 
   Biocapteurs basés sur le couplage GPCR/Kir6.2 
 
L’idée de développer des biocapteurs basés sur des GPCR en soi n’est pas nouvelle, et des 
approches cellulaires ont déjà été proposées pour le criblage de candidats pharmaceutiques, la 
détection de composés ou la détermination d’affinités d’interaction (Zaman, 2004). Une 
approche de ce type reposant sur des fibroblastes déposés sur microélectrode d’or exprimant 
des GPCR endogènes activés par les nucléotides, les récepteurs purinergiques P2Y, a 
récemment été développée pour détecter la présence d’ATP (Figure 45): en présence d’ATP, 
l’activation de ces récepteurs entraîne le relargage des stocks de calcium intracellulaire, 
détectable par imagerie calcique, ainsi que la sécrétion de norépinéphrine dont l’oxydation à 




Figure 45 : Système cellulaire de détection d’ATP basé sur des fibroblastes exprimant des 
GPCR endogènes. La fixation d’ATP peut être détectée soit par mesure des courants résultant 





Néanmoins, la miniaturisation nécessaire au criblage haut-débit impose de s’affranchir de 
ce type de systèmes et de développer des systèmes acellulaires. Les solutions proposées à 
l’heure actuelle reposent sur des techniques lourdes nécessitant l’emploi de la fluorescence, de 
la résonance plasmonique de surface ou de ligands marqués radioactifs (Leifert WR et al., 
2005) et nécessitent des étapes délicates d’expression et de purification des récepteurs et leur 
incorporation dans des membranes. Une premier pas dans l’affranchissement vis-à-vis des 
systèmes cellulaires a été franchi grâce à l’incorporation de GPCR synthétisés in vitro dans 
des membranes lipidiques artificielles (Robelek et al., 2007). Reste néanmoins à parvenir à 
coupler ces récepteurs avec des systèmes de détection adéquats capables de rapporter la 
fixation de ligands.  
Dans le cadre de la deuxième partie de cette étude, nous avons essayé de développer par 
ingénierie protéique un système couplé où l’activité d’un canal ionique pourrait être 
directement régulée par la liaison de ligands à un récepteur physiquement couplé au canal, 
permettant une détection électrique directe de la présence de ligands. Nous inspirant du 
modèle du canal KATP, où la fixation de ligands à SUR entraîne des modifications des 
propriétés d’ouverture de Kir6.2, nous avons cherché à coupler fonctionnellement Kir6.2 à 
d’autres récepteurs, notre choix se portant sur les GPCR. Outre le fait que ceux-ci constituent 
l’une des plus larges familles de récepteurs membranaires et qu’ils représentent des cibles 
pharmacologiques majeures en santé publique, nous avons pu voir au-dessus que certains 
d’entres eux ont la particularité d’interagir physiquement avec des canaux ioniques et de 
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Le mode opératoire mis en œuvre au cours de ces travaux pour la caractérisation 
fonctionnelle des canaux ioniques peut être résumé selon un schéma en quatre étapes : 
 
- première étape : génération des constructions d’ADN par biologie moléculaire, 
puis transcription in vitro en ARN messagers codant pour les protéines d’intérêt. 
- deuxième étape : injection des ARN messagers dans l’ovocyte de Xénope 
permettant l’expression hétérologue des protéines modifiées. 
-  troisième étape : vérification de l’expression des protéines par Western Blot sur 
les ovocytes de Xénope. 
- quatrième étape : caractérisation fonctionnelle des canaux par patch clamp 
(configuration inside-out) ou microélectrode sur ovocytes. 
 















Figure 46 : Représentation schématique du mode opératoire expérimental permettant l’étude 
des canaux KATP modifiés 
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1. Biologie moléculaire 
 
Les deux sous-unités SUR2A et Kir6.2 du canal KATP ont été clonées dans des vecteurs 
propres à l’expression dans l’ovocyte de Xénope. Les manipulations ont ensuite consisté à 
construire des récepteurs des sulphonylurées sauvages, chimériques ou mutants par 
mutagenèse dirigée. Les constructions d’ADN obtenues ont alors été amplifiées par culture 
bactérienne puis transcrites in vitro en ARNm pour expression dans l’ovocyte de Xénope. 
  
 1.1 Clones et vecteurs d’expression 
 
Le clone de SUR1 (ABCC8) de hamster (Aguilar-Bryan et al., 1995; 1581 ac. am., 
référence DDBJ/EMBL/N° d’accession dans GenBank: L40623) nous a été aimablement 
fourni par le Dr J. Bryan (Baylor College of Medecine, Houston, USA). Les clones de 
SUR2A (ABCC9) de rat (Inagaki et al., 1996; 1545 ac. am., référence DDBJ/EMBL/N° 
d’accession dans GenBank: D83598) et de Kir6.2 (KCNJ11) de souris (Inagaki et al., 1995; 
390 ac. am., référence DDBJ/EMBL/N° d’accession dans GenBank: D50581) nous ont 
également été aimablement fournis par le Dr S. Seino (Chiba University School of Medecine, 
Japan). Le clone de MRP1 (ABCC1) humain (Cole et al., 1992; 1531 ac. am., référence 
DDBJ/EMBL/N° d’accession dans GenBank: P33527) nous a été aimablement fourni par le 
Dr S. Cole (Queen’s University, Kingston, Canada). Les clones des récepteurs couplés aux 
protéines G muscarinique M2 (CHRM2) humain (Bonner et al. 1987; 466 ac. am., 
référence DDBJ/EMBL/N° d’accession dans GenBank: NM_000739) et dopaminergique D2 
(DRD2) humain (Grandy et al. 1989; 443 ac. am., référence DDBJ/EMBL/N° d’accession 
dans GenBank: M29066) nous ont été respectivement fournis par le Dr D. Logothetis (Mount 
Sinaï School of Medecine, New York, USA) et la société Origene (Rockville, USA). Les 
clones de MDR1 (ABCB1) humain (Juliano et al. 1976; 1280 ac. am., 
référence DDBJ/EMBL/N° d’accession dans GenBank: M14758) et YCF1 (YDR135C) de 
levure (Szczypka et al. 1994; 1515 ac. am., référence DDBJ/EMBL/N° d’accession dans 
GenBank: L35237) nous été respectivement fournis par le Dr D. Clarke (University of 
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Les ADNc de Kir6.2, SUR1, SUR2A, et MRP1 ont été sous-clonés, pour les deux 
premiers, dans le vecteur pGEMHE (fourni par le Dr D. Logothetis, Mount Sinai Hospital, 
New York), et pour les deux derniers dans le vecteur pGEMHE2 (créé au laboratoire par le Dr 
F. Pagès). Il s’agit de plasmides dérivés du vecteur d’expression commercial pGEM3Z 
Promega adapté à l’expression protéique dans l’ovocyte de Xénope (Figure 47).  
 
Figure 47 : Représentation schématique du vecteur d’expression protéique dans l’ovocyte de 
Xénope pGEMHE 
 
ORI désigne l’origine de réplication d’un plasmide bactérien, permettant l’amplification dans 
des bactéries. Le promoteur T7 (SP6 en reverse) permet la transcription de l’ADN inséré au 
niveau du polylinker entre les séquences 3’ et 5’ du gène de la β-globine de Xenopus laevis, 
parties non traduites (utr, untranslated) qui induisent considérablement l’expression de 
protéines exogènes dans l’ovocyte de Xénope. Une queue poly-A précède un ensemble de sites 
de restriction permettant la linéarisation du plasmide avant transcription en ARN. La 
sélection des clones est possible grâce à la présence du gène AmpR, codant pour la β-













 1.2 Construction des protéines chimériques 
 
La stratégie mise en oeuvre pour identifier les régions du récepteur des sulphonylurées 
impliquées dans le couplage fonctionnel avec Kir6.2 a consisté à créer des chimères entre 
SUR2A et un membre proche de la famille des protéines ABC, MRP1 (ABCC1). MRP1 
présente l’avantage d’être très homologue à SUR2A (48% d’homologie ; Moreau et al., 2005) 
tout en exerçant des fonctions très différentes : impliquée dans les mécanismes d’efflux 
responsables de la résistance aux agents anticancéreux utilisés en chimiothérapie, MRP1 est 
un transporteur peu spécifique de substrats hydrophobes n’ayant aucune interaction 
fonctionnelle décrite vis-à-vis de Kir6.2. A l’inverse, l’unique fonction connue de SUR2A 
consiste à réguler l’activité de Kir6.2 et aucune activité de transport ne lui a été attribuée à ce 
jour. Les méthodes de mutagenèse utilisées pour créer les chimères entre SUR2A et MRP1 
sont décrites ci-dessous.  
 
  1.2.1 Mutagenèse dirigée 
 
La méthode de mutagenèse QuickChange (Figure 48) permet de créer des mutations 
ponctuelles en modifiant la nature d’un acide aminé, d’insérer ou de déléter un ou plusieurs 
acides aminés. Au cours de cette étude, nous avons utilisé le kit QuickChange Site-Directed 
Mutagenesis (Stratagene). Cette méthode est basée sur la technique de PCR et utilise les 
performances de la PfuTurbo DNA Polymerase qui réplique avec une haute fidélité les deux 
brins d’un ADN plasmidique à partir de deux oligonucléotides synthétiques contenant la 
mutation à insérer. Ces deux oligonucléotides complémentaires s’hybrident sur chacun des 
brins du plasmide, puis sont allongés par la PfuTurbo DNA Polymerase qui génère ainsi un 
plasmide muté. Le produit PCR obtenu est ensuite digéré par l’enzyme DpnI afin de se 
débarrasser sélectivement de l’ADN parental méthylé ou hémi-méthylé, et de ne conserver 
que les plasmides mutants néo-synthétisés. A l’issue de cette digestion, les plasmides mutants 
sont introduits par transformation dans la bactérie Epicurian Coli pour amplification. 
 
 




Figure 48 : Principe de la méthode de mutagenèse dirigée QuickChange Site-Directed 
Mutagenesis (Stratagene) 
   
  1.2.2 Insertion/Délétion de grands fragments 
 
Pour la réalisation de constructions chimériques entre SUR2A et MRP1, nécessitant le 
remplacement de plusieurs dizaines de résidus, une méthodologie adaptée basée sur le 
protocole QuickChange a été développée, décrite ci-après (Figure 49). 
Une première étape de PCR utilisant le vecteur MRP1-pGEMHE3 (violet) comme matrice, 
permet d’obtenir des oligonucléotides de grande taille (> 300 paires de bases) contenant la 
région de MRP1 à introduire encadrée par des extrémités 3’ et 5’ complémentaires de SUR2A 
dans la région d’intérêt. Cette réaction fait intervenir des oligonucléotides ‘’hybrides’’ 
complémentaires de la région de MRP1 à amplifier en 3‘ (violet), et contenant des extrémités 
flottantes en 5’ (bleu) complémentaires de la région de SUR2A ciblée pour l’insertion. Les 
produits de cette première PCR sont déposés sur gel d’électrophorèse pour contrôle, puis 
extraits à l’aide du Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) de manière à se débarrasser des 
réactifs de la première réaction de PCR (oligonucléotides).   
 















Cycles 1ere PCR :
1. Dénaturation initiale 94°C  3 minutes               
2. Dénaturation     94°C  1 minute                         
3. Hybridation 45°C  1 minute              35 fois      
4. Elongation 72°C  2 minutes                           
5. Elongation finale   72°C   8 minutes                 
6. Conservation   8°C   infini
Cycles 2éme PCR :
1. Dénaturation initiale 95°C  1 minute
3. Hybridation 55°C  1 minute            22 fois 
4. Elongation 68°C  22 minutes             
5. Elongation finale   68°C   18 minutes    
6. Conservation   10°C   infini 












Figure 49 : Description schématique de la stratégie et des conditions de PCR utilisées pour 
la construction des chimères entre SUR2A et MRP1 
 
Une deuxième étape de PCR, faisant intervenir le vecteur SUR2A-pGEMHE comme 
matrice et les produits de la première réaction de PCR comme oligonucléotides, permet 
ensuite l’insertion de la région de MRP1 amplifiée en lieu et place de son homologue chez 
SUR2A, donnant naissance à une chimère SUR2A-MRP1.  
Le même protocole est appliqué pour la création de fusions GPCR-Kir6.2. Après une 
première PCR d’amplification du gène codant pour le GPCR d’intérêt, une deuxième PCR 
utilisant ce produit d’amplification comme oligonucléotide permet l’insertion du gène codant 
pour le GPCR en fusion avec le gène codant pour Kir6.2 murin dans le vecteur pGEMHE. 
 
 1.3 Amplification du matériel génétique 
 
  1.3.1 Transformation de bactéries compétentes 
 
Il est possible de faire pénétrer de l’ADN étranger (plasmide, phage…) dans des bactéries 
en les rendant transitoirement « perméables », ou compétentes, par un traitement au CaCl2 
froid suivi d’un choc thermique à 42°C. Au cours de cette étude, nous avons eu recours à des 
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bactéries « ultra-compétentes » Epicurian coli XL-10 Gold (fournies par le kit QuickChange 
Site-Directed Mutagenesis, Stratagene) pour les transformations après PCR, et à des bactéries 
compétentes Escherichia coli JM109 pour les transformations après sous-clonage. 
L’« ingestion » d’ADN est réalisée en appliquant un choc thermique de 45 secondes à 42°C. 
Les bactéries recombinantes sont ensuite sélectionnées sur la base de leur résistance à 
l’ampicilline : les plasmides recombinants étant porteurs d’un gène de résistance à 
l’ampicilline, seules les bactéries porteuses de ces plasmides sont capables de croître en 
présence de cet antibiotique. 
 
  1.3.2 Amplification et purification de l’ADN plasmidique 
 
L’ADN plasmidique est extrait des bactéries par lyse alcaline par un protocole de miniprep 
standard et à l’aide des kits Midiprep Qiagen. Le principe de cette méthode repose sur une 
dénaturation différentielle de l’ADN génomique de structure relâchée et de l’ADN 
plasmidique super-enroulé. Lorsque de la soude est ajoutée au lysat cellulaire, seul l’ADN 
génomique est dénaturé de façon irréversible. L’addition d’acide et de sel permet la 
réassociation en réseau insoluble de l’ADN chromosomique alors que l’ADN plasmidique 
reprend sa forme native soluble. Une centrifugation permet ensuite l’élimination d’une grande 
partie des protéines, des ARN et de l’ADN chromosomique.  
 
La méthode de Miniprep est utilisée pour la sélection des clones recombinants d’intérêt. 
Les clones bactériens à tester sont mis en culture dans 5 mL de milieu LB (Luria-Bertani) 
supplémenté en ampicilline à raison de 100 µg/mL. 
En revanche, la méthode de Midiprep est utilisée pour l’obtention d’ADN plasmidique de plus 
grande pureté en vue d’applications ultérieures (transcription in vitro). Le principe reste 
identique, mais la quantité de matériel génétique est supérieure puisqu’on part de cultures 
bactériennes dans 50 mL de milieu LB supplémenté en ampicilline (100 µg/mL). La pureté 
est améliorée grâce à une étape de filtration permettant de se débarrasser des débris 
cellulaires, suivie d’un passage sur colonne d’affinité retenant sélectivement l’ADN 
plasmidique. Toutes les solutions nécessaires à l’extraction sont fournies dans le kit Qiagen 
Plasmid Purification.  
L’ADN plasmidique extrait par Miniprep ou Midiprep est ensuite précipité à l’isopropanol 
et culotté par centrifugation à 14000g dix minutes à 4°C. Les culots sont lavés à l’éthanol 
70%, puis séchés à l’air libre avant d’être solubilisés dans l’eau. La validité des constructions 
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est ensuite contrôlée par digestions enzymatiques à l’aide d’enzymes de restriction 
spécifiques, ainsi que par séquençage. Les concentrations d’ADN sont estimées par lecture de 
la densité optique à 260 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. 
 
 1.4 Séquençage 
 
La technique de séquençage mise en œuvre est adaptée de la méthode de Sanger et al. 
(1977). Les séquençages sont effectués par la société Genome Express (Meylan, France) sur 
séquenceur automatique. Quatre réactions de PCR sont menées parallèlement en présence des 
quatre bases dont une est marquée par un fluorochrome spécifique, présent en très faible 
concentration, sous forme didésoxyribonucléotide triphosphate. La réaction est initiée par un 
primer spécifique de la zone à séquencer et s’arrête après l’incorporation d’un 
didésoxyribonucléotide. 
La migration sur capillaires des produits de séquençages fluorescents ayant incorporé un 
didésoxyribonucléotide permet la séparation des divers intermédiaires réactionnels formés. 
Un système optique couplé à un logiciel d’analyse détecte le fluorophore présent à l’extrémité 
de chaque intermédiaire réactionnel. L’ordonnancement de ces intermédiaires permet alors de 
reconstituer la séquence nucléotidique. 
 
 1.5 Transcription in vitro 
 
Les mutants réalisés sont transcrits en ARNm afin d’être injectés dans les ovocytes de 
Xénope où ils seront exprimés. Au cours de cette étape, tout le matériel et les réactifs utilisés 
sont « RNAse-free », le port de gants est vivement conseillé, et l’ensemble des manipulations 
est réalisée sous hotte aspirante afin de se garantir des contaminations extérieures. Ainsi, l’eau 
est traitée au diéthyl pyrocarbonate (DEPC) qui inactive les RNAses. L’eau est incubée une 
nuit à température ambiante en présence de 0.05% de DEPC puis est autoclavée afin de 
dégrader le DEPC, toxique pour les ovocytes. 
 
La transcription est réalisée par l’ARN polymerase T7 qui cible le promoteur T7 présent 
sur le plasmide d’expression dans l’ovocyte pGEMHE. Le vecteur cible est au préalable 
linéarisé en aval de la séquence 3’utr par coupure enzymatique simple, et purifié par une 
étape d’extraction phénol/chlororforme/isoamyl-alcool afin d’éliminer tout résidu susceptible 
de perturber la transcription.  
 Matériel et Méthodes 
121 
 
La transcription est alors réalisée sur 1µg d’ADN linéarisé et purifié à l’aide du kit 
mMessage mMachine Ambion (cf. protocole www.ambion.com). Ce kit permet la synthèse de 
grandes quantités d’ARNm coiffé en 5’ d’une guanosine méthylée permettant l’initiation de la 




Figure 50 : Principe et étapes de la transcription in vitro 
 
Après transcription, les ARNm sont purifiés par extraction phénol/chloroforme puis 
précipités à l’éthanol. La quantité d’ARNm est alors estimée par mesure de la densité optique 
à 260 nm et dépôt sur gel d’agarose dénaturant (formaldéhyde) avec un marqueur de 
concentration. 
Les ARNm sont ensuite dilués à leur concentration d’injection (0.04 µg/µL pour Kir6.2  et 
0.12 µg/µL pour SUR2A) et conservés à -80°C pour limiter leur dégradation.  
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2. Expression hétérologue dans l’ovocyte de Xénope 
 
 2.1 L’ovocyte de Xénope, outil pour l’expression fonctionnelle 
 
L’ovocyte de Xénope (Xenopus 
laevis, grenouille d’Afrique du Sud) 
est une cellule sphérique de 1 à 1,3 
millimètre de diamètre, suffisamment 
grosse pour être facilement 
manipulée et microinjectée. Son 
cytoplasme est rempli de réserves 
accumulées au cours de l’ovogenèse 
(enzymes, ribosomes, ARNt, 
protéines nécessaires à la traduction 
et la maturation) qui permettent aisément la traduction protéique d’ARNm exogènes, ainsi que 
des modifications post-traductionelles et un adressage correct. C’est donc un bon outil pour 
l’étude des canaux ioniques et récepteurs membranaires exogènes, et il est utilisé comme tel 
depuis de nombreuses années (Barnard et al., 1982 ; revues de Dascal, 1987 ; Sigel, 1990 ; 
Shih et al., 1998 ; Wagner et al., 2000). Il convient néanmoins de noter que l’environnement 
de l’ovocyte diffère singulièrement de celui du tissu d’origine (composition en 
phospholipides, voies de régulation intracellulaires), et que certaines propriétés des canaux 
étudiés peuvent en être affectées. 
 
L’ovocyte est caractérisé par l’existence de deux hémisphères de couleurs distinctes : un 
pôle animal foncé et un pôle végétatif clair (Figure 51). Cette polarité est maintenue dans 
l’ovocyte puisque le noyau est localisé dans le pôle animal, tandis que les ARNm sont répartis 
dans toute la cellule. 












Figure 51 : Représentation schématique d’un ovocyte de Xénope au stade V/VI (Guide Axon) 
 
L’ovocyte est entouré par :  
- une membrane vitelline (matrice glycoprotéique donnant sa structure sphérique à 
l’ovocyte). Cette membrane est éliminée avant les expériences de patch-clamp pour accéder à 
la membrane plasmique. L’ovocyte dévitellinisé, très fragile, doit être manipulé avec 
précaution.  
- une couche de cellules folliculaires entourant la membrane vitelline. Ces cellules,  
électriquement couplées les unes aux autres par des jonctions gap (Browne et al., 1979), 
possèdent des canaux potassiques endogènes et doivent donc être éliminées pour les mesures 
par un traitement à la collagénase. 
 
Les ovocytes défolliculés ont un potentiel de membrane compris entre –40 et –60 mV et 
une résistance membranaire d’environ 1 à 3 MΩ. Les réserves accumulées dans le cytoplasme 
au cours de l’ovogenèse leur confèrent une grande autonomie vis-à-vis du milieu extérieur: ils 
expriment donc peu de transporteurs membranaires endogènes, généralement minoritaires par 
rapport aux protéines exprimées de manière exogène. La principale conductance ionique 
endogène est une conductance Cl- régulée par Ca2+, maintenant le potentiel de membrane 
proche du potentiel d’inversion de l’ion Cl-, vers –40 mV. Cette conductance, notée ICl(Ca), 
peut être supprimée en remplaçant les ions Ca2+ par les ions Mg2+ ou par l’ajout de bloqueurs 
spécifiques des canaux calciques (Mn2+, Co2+, La2+ ou encore Ni2+) ou de chélateurs des ions 
Ca2+ (EGTA). 
Il existe également un courant potassique dépendant du potentiel, d’amplitude très faible 
(quelques dixièmes de nA), qui n’interfère pas avec les courants exogènes (sauf en cas de taux 
d’expression très faible). Des courants sensibles à la pression, ou mécanosensibles, peuvent 
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être enregistrés dans la membrane de l’ovocyte quand on applique dans la pipette de mesure 
des pressions positives ou négatives (≥ 5 mbar). Ces courants entrants Istrech peuvent parfois 
apparaître spontanément. Pour de plus amples informations sur les courants ioniques de 
l’ovocyte de Xénope, se référer à la revue de Weber (1999). 
 
 2.2 Préparation des ovocytes 
 
Les Xénopes utilisées proviennent du Centre de Recherche de Biochimie 
Macromoléculaire de Montpellier (CNRS). Leurs conditions d’élevage sont simples : elles 
sont regroupées dans un aquarium où la température de l’eau (filtrée) est maintenue entre 16 
et 18°C, dans une pièce isolée, avec un cycle d’éclairage 12h jour / 12h nuit. 
Chaque semaine, les ovocytes sont prélevés sur une Xénope anesthésiée par 1 g/l de 3-
aminobenzoïc acid ethyl ester (Sigma). L’animal est maintenu sur glace pendant toute la 
durée de l’opération afin de favoriser l’anesthésie. Une fois l’animal sédaté, une incision 
abdominale de la peau puis du muscle permet d’accéder aux lobes ovariens (mini-
laparotomie). Quatre à cinq lobes sont prélevés à l’aide de pinces, puis le muscle et la peau 
sont suturés avec du fil résorbable (fil de suture résorbable 5-0, pointe 16 mm 3/8c, 45 cm, 
Ethicon VICRYLTM). La Xénope est ensuite placée dans un bac de réveil contenant de l’eau, 
sur une pierre humidifiée afin de prévenir tout risque de noyade. 
Un traitement de trois fois 30 minutes à la collagénase 20 mg/mL (Collagenase IA, Sigma) 
permet de digérer le tissu conjonctif et de séparer chaque ovocyte de son enveloppe de 
cellules folliculaires. Les ovocytes sont ensuite lavés par dix rinçages successifs dans une 
solution ionique dépourvue de calcium (Solution A : NaCl 88 mM,  KCl 1 mM, NaHCO3 2,4 
mM, Hepes 16 mM, MgSO4 0,82 mM, pH 7,4), triés et conservés dans une solution 
isotonique (Solution A+B : NaCl 88 mM,  KCl 1 mM, NaHCO3 2,4 mM, Hepes 16 mM, 
MgSO4 0,82 mM, Ca(NO3)2 0,3 mM, CaCl2 0,41 mM, pH 7,4) supplémentée en antibiotiques 
(pénicilline 1000 U/mL, streptomycine 10 mg/mL, gentamycine 0,1 mg/mL). Une étape de tri 
visuel permet ensuite de sélectionner les ovocytes au stade VI (deux pôles de couleurs 
distinctes) utilisés pour la microinjection. 
 
 2.3 Injection des ARNm 
 
Les ovocytes sont immobilisés sur une grille dans une boîte de Pétri contenant de la 
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solution A+B supplémentée en antibiotiques. L’injection est réalisée à l’aide de 
microcapillaires de verre (3.5’’Drummond # 3-000-203-G/X) étirés (Etireuse horizontale 
Micropipette Puller P-97, Sutter Instruments Co) puis cassés pour une taille finale de ~10 µm 
avant d’être remplis d’huile minérale incompressible (Sigma) maintenant l’étanchéité du 
système. On aspire dans un microcapillaire le mélange des ARNm codant pour les deux sous-
unités du canal (ARNm codant pour SUR + ARNm codant pour Kir6.2, dans des proportions 
respectant la stoechiométrie des deux sous-unités), pour les fusions ABCC-Kir6.2 ou GPCR-
Kir6.2, ou encore pour les GPCR seuls dans les conditions suivantes: 2 ng de Kir6.2 pour 6 ng 
de SUR; 2 ng de Kir6.2∆C36; 5 ng de GPCR-Kir6.2; 2 ng de Kir3.4 S143T; 1 ng de PTX-S1; 
2 ng de M2; 2 ng de D2. L’ovocyte est alors empalé à l’aide du microcapillaire et l’ARN est 
injecté à l’intérieur (Figure 52), à raison de 50 nL par ovocyte. Le remplissage de la pipette et 
















Figure 52 : Etapes de l’expression fonctionnelle dans l’ovocyte de xénope 
 
Les ovocytes sont ensuite incubés individuellement (afin de prévenir toute contamination) 
sur plaques 96 puits entre 2 et 10 jours à 19°C dans la solution A+B supplémentée en 
antibiotiques, afin de permettre une bonne expression et un bon adressage protéiques à la 
membrane plasmique. 
 
3. Caractérisation des protéines membranaires exprimées 
 
 3.1 Contrôle de la synthèse protéique 
 
De manière à vérifier la bonne expression des protéines recombinantes, on procède à un 
Western Blot sur fractions membranaires. Huit ovocytes sont broyés dans 900 µL de tampon 
 Matériel et Méthodes 
126 
 
de solubilisation (50 mM phosphate de sodium, 150 mM NaCl, 0,1 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride, pH 8, d’après Tucker et al., JBC 1996) supplémenté en inhibiteurs de protéases (1 
tablette pour 50 mL, Roche) par 5 passages successifs dans une aiguille de 18 g, puis par 2 
passages dans une aiguille de 27 g. Les lysats sont centrifugés 3 fois 10 minutes à 1000 g, 
puis le surnageant contenant les membranes totales est précipité par ultracentrifugation à 
165000 g pendant 30 minutes. Le culot est repris par 15 µL de solution RIPA (pour 500 mL : 
200 mL H2O, 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,5 % sodium deoxycholate, 0,1 % SDS, 1% 
Triton X-100, pH 8) contenant des inhibiteurs de protéases (pour 5 mL de RIPA : 10 µL 
DMSO, 10 µg leupeptine, 10 µg pepstatine, 10 mg iodoacétamide, 50 µL PMSF). 
 
Les préparations membranaires sont ensuite solubilisées dans un tampon de charge 
dénaturant à raison d’un volume de protéine pour un volume de tampon (Tris-HCl pH 6.8 125 
mM, SDS 4%, 2-βmercaptoéthanol 10 %, glycérol 20 %, bleu de bromophénol 0.02 %). Elles 
sont alors chargées dans les puits d’un gel de concentration à 5 % de Bis-acrylamide avant de 
passer dans un gel de migration à 10 % de Bis-acrylamide. Chargées négativement par le 
SDS, les protéines migrent suivant leur poids moléculaire apparent sous l’influence d’un 
courant de 50 mA. 
L’électrophorèse s’effectue dans un tampon de migration (25 mM Tris, 250 mM glycine, 
0,1 % SDS) pendant 1h. Le dépôt en parallèle de protéines standard colorées de poids 
moléculaires connus  permet l’estimation de la taille des protéines déposées. 
Les protéines sont ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose (Hybond ECL 
Amersham) à 100 mA sur la nuit en chambre froide. 
La membrane est rincée rapidement dans du TBS 1X (Tris 10 mM, NaCl 140 mM, pH 
7,4), puis elle est saturée 1h dans une solution de blocage (TBS 1X, Blocking Reagent 1 %) 
afin d’éviter les fixations d’anticorps non spécifiques. L’incubation avec l’anticorps primaire 
(anticorps monoclonal de rat 3F10 anti-HA) à 100 ng/mL pendant 1h30 à température 
ambiante est suivie d’un rinçage rapide dans du TBS 1X, puis de 2 lavages de 10 et 30 
minutes dans du tampon de lavage (TBS 1X, Blocking Reagent 1 %, Tween 0,1 %). La 
membrane est alors incubée pendant 1h30 à température ambiante avec l’anticorps secondaire 
(IgG de chèvre anti-rat conjugué à la HRP) dilué au 1/20000ème puis est rincée rapidement par 
du TBS 1X et lavée 4 fois 10 minutes (les 2 premières fois dans du tampon avec Blocking 
Reagent, les 2 autres fois dans du tampon sans Blocking Reagent). 
La révélation est effectuée avec le kit ECL (Enhanced Chemiluminescence) Amersham : 
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en présence des réactifs ECL, la peroxydase catalyse la libération de lumière qui permet 
l’impression d’un film d’autoradiographie (Hyperfilm ECL, Amersham). 
 
 3.2 Contrôle de l’adressage membranaire 
 
L’adressage à la membrane plasmique de l’ovocyte des constructions mises en œuvre est 
suivi par microscopie confocale. Les manipulations ont été réalisées sur la plateforme de 
microscopie confocale du CEA Grenoble avec l’aide de Didier Grunwald et Stéphane 
Vassilopoulos.  
Seize ovocytes par construction sont fixés dans 4 % de Formalin pendant une nuit avant 
d’être déshydratés 2 à 3 heures dans 15 % de sucrose. Ils sont ensuite incorporés dans un 
sucre de tissu tek avant d’être découpés au cryomicrotome (coupes de 20 µM). Les coupes 
sont déposées sur des lames polysines pour pouvoir être ensuite immunomarquées.  
Les coupes sont réhydratées 10 minutes dans du TRIS 100 mM, puis elles sont saturées 30 
minutes dans une solution de blocage (PBS 1X, BSA 5 %, sérum de chèvre 5 %, triton 0.25 
%) afin d’éviter les fixations d’anticorps non spécifiques. L’incubation avec l’anticorps 
primaire (anticorps monoclonal de souris anti-HA) dilué au 1/1000ème (dans du PBS 1X, BSA 
5 %, sérum de chèvre 5 %, triton 0.1 %) pendant une nuit à 4°C est suivie de 3 lavages de 10 
minutes dans du PBS 1X. Les coupes sont alors incubées pendant 1h à température ambiante 
avec l’anticorps secondaire (IgG de chèvre anti-souris conjugué à la CY3) dilué au 1/500ème 
(dans du PBS 1X, BSA 5 %, sérum de chèvre 5 %, triton 0.1 %) puis sont rincées 12 fois par 
du PBS 1X. Elles sont ensuite immergées dans un milieu conservateur, le DAPCO, avant 
d’être recouvertes par une lamelle fixée à l’aide de vernis à ongle. Les coupes sont alors 
prêtes pour l’observation microscopique. 
 
 3.3 Contrôle de la fonctionnalité des protéines  
 
  3.3.1 Technique du patch-clamp 
   3.3.1.a Principe du patch-clamp 
 
Le passage d’ions à travers les membranes biologiques s’effectue au niveau de pores 
protéiques transmembranaires : les canaux ioniques. Bien que plusieurs états 
conformationnels soient possibles pour un même canal, on considère en général 
schématiquement uniquement les états ‘’ouvert’’ et ‘’fermé’’. Ces changements 
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conformationnels se traduisent par l’ouverture ou la fermeture des voies de passage des ions. 
Le sens et l’intensité de ces mouvements ioniques dépendent des forces de perméation, liées à 
la force de diffusion (qui tend vers l’équilibre des concentrations ioniques de part et d’autre de 
la membrane) et à la force électromotrice dépendant de la valeur du potentiel de membrane. 
Ces flux d’ions à travers un canal entraînent l’apparition de courants mesurables 
expérimentalement. 
La technique du patch-clamp permet la mesure et l’étude de ces variations de courant 
induites par les mouvements ioniques, ainsi que l’étude du mode de régulation des canaux. 
Inventée en 1976 par Neher et Sakmann (Neher et Sakmann, 1976; prix Nobel de Médecine et 
Physiologie en 1992) puis perfectionnée (Hamill et al., 1981), cette technique permet 
d’enregistrer l’activité de canaux unitaires ou de l’ensemble des canaux d’une cellule selon la 
configuration utilisée. On applique une micropipette de verre sur une membrane cellulaire, 
afin d’en isoler un petit morceau (‘’patch’’) pour étudier les canaux qu’il contient. Un 
potentiel est imposé à la membrane (voltage-clamp), entre le bain et l’intérieur de la pipette 
ou de la cellule, et on mesure le courant nécessaire pour maintenir ce potentiel à une valeur 
constante. Les courants mesurés sont de très faibles amplitudes, allant de quelques pico-
ampères (pA) pour des courants unitaires à quelques nano-ampères (nA) pour les 
enregistrements sur cellule entière. Cette technique rend possible l’étude en temps réel de 
l’activité des canaux ioniques, et en particulier l’étude des variations de cette activité induites 
par l’application de substances régulatrices.  
Les facteurs influant sur le passage des ions à travers les canaux (et donc sur la valeur du 
courant mesuré) sont: 
  
- Le potentiel d’équilibre de l’ion considéré (Eion), qui dépend de la concentration de part et 
d’autre de la membrane suivant l’équation de Nernst: E = RT/zF ln([ion]e/[ion]i) 
- Le potentiel membranaire (Vm) 
- La conductance des canaux (G), qui traduit la facilité avec laquelle les ions franchissent les 
canaux (g quand on parle de la conductance d’un seul canal) 
 
Le courant est donné par :     I = G(Vm-Eion)  dérivé de la loi d’Ohm U = RI 
 
avec U = (Vm-Eion), et G = 1/R dans le cas présent. 
 
En patch-clamp, le potentiel de membrane Vm peut être fixé (conditions de voltage clamp), 
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de même que le potentiel d’équilibre de l’ion considéré Eion (qui peut être ramené à une valeur 
nulle en se plaçant en concentrations équimolaires de part et d’autre de la membrane). La 
mesure de I nous renseigne donc directement sur la conductance G, propriété spécifique des 
canaux étudiés. 
 
 3.3.1.b Instrumentation mise en œuvre en patch-clamp 
 
Le poste de patch-clamp utilisé au cours des expérimentations présentées ici est composé 

















Figure 53 : Eléments composant le poste de patch-clamp 
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1- Cage de Faraday assurant la protection de l’espace de manipulation vis-à-vis des 
perturbations électromagnétiques 
2- Microscope inversé (Olympus, ULWCD 0.30, oculaires X 4, X 10, X 40) 
3- Micromanipulateur électrique 3 axes permettant des déplacements fins de la 
micropipette dans les trois dimensions 
4- Table anti-vibrations permettant d’amortir les vibrations mécaniques, qui doivent être 
réduites au maximum avant toute mesure 
5- Tête de perfusion rotative, reliée aux corps de seringues contenant les solutions à tester 
6- Moniteur vidéo, relié au microscope inversé 
7- Convertisseur signal analogique/numérique (Digidata 1322) permettant le transfert 
bidirectionnel de signaux entre le poste de patch et l’ordinateur 
8- Oscilloscope analogique-numérique (HM-407, Hameg) permettant de visualiser les 
courants en temps réel 
9- Amplificateur de patch-clamp RK-300 (Bio-Logic) adapté à la mesure de courants de 
l’ordre du picoampère (pA) et permettant la conversion courant-tension (convertisseur de 
résistance 10 GΩ, gain de 10 mV/pA et 100 MΩ, gain de 0,1 mV/pA) et l’imposition d’un 
potentiel au ‘’patch’’ de membrane par l’intermédiaire de la micropipette de patch 
10- Ordinateur prenant en charge la gestion de l’appareillage ainsi que la mesure des 
données expérimentales 
11- Enregistreur papier (RS-3200, Gould) permettant de conserver les enregistrements sur 
papier 
12- Contrôleur système de perfusion, RSC-100 (Rapid-Solution-Changer, Bio-Logic) 
permettant le changement rapide et automatique des solutions à tester (relié à la tête de 
perfusion rotative) sous le contrôle du logiciel Perf 2.10 développé par Michel Vivaudou. 
13- Micropipette de mesure en verre remplie d’une solution électrolytique dans laquelle 
plonge une électrode d’argent, à l’aide de laquelle est réalisé le ‘’patch’’. La formation d’un 
‘’patch’’ consiste à approcher la micropipette de la membrane d’un ovocyte sur boîte de Petri 
jusqu’à réaliser par aspiration un scellement (seal) étanche entre la pipette et la membrane. 
Lorsque le seal est formé, la petite portion de membrane à l’intérieur de la pipette (patch) est 
isolée mécaniquement et électriquement (résistance de l’ordre du giga-Ohm). L’électrode 
d’argent plongeant dans la pipette, reliée au dispositif électronique de stimulation et de 
détection-amplification, permet alors d’imposer un potentiel (voltage clamp) sur la portion de 
membrane isolée, mais également de mesurer les courants (de l’ordre du pico-Ampère) induits 
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Figure 54 : Schéma des connexions entre les instruments composant le poste de patch-clamp 
 
L’ensemble du dispositif de stimulation/détection/amplification est sous le contrôle de 
l’unité centrale (ordinateur) gérée par l’expérimentateur. Les différents appareillages sont 
interconnectés selon le schéma décrit ci-dessus (Figure 54). 
 
   3.3.1.c Configurations de travail en patch-clamp 
 
L’application de la technique du patch-clamp peut se faire selon diverses configurations 
(Figure 55): 
Configuration « cellule attachée » (cell-attached) : la pipette est appliquée sur la surface 
d’une cellule intacte. Des dépressions exercées dans la pipette par légères succions permettent 
la formation d’un contact étroit entre la pipette et la membrane cellulaire. On mesure alors le 
courant traversant les canaux présents dans le morceau de membrane isolé dans la pipette. La 
configuration du milieu intracellulaire n’est pas perturbée, mais ne peut pas être facilement 
modifiée. Cette approche est particulièrement utile pour l’étude des canaux ioniques en 
conditions physiologiques, par exemple lors des processus d’activation via des messagers 
intracellulaires tels que le calcium. 
Configuration « cellule entière » (whole-cell) : à partir de la configuration cell-attached, 
 Matériel et Méthodes 
132 
 
il est possible, par succion ou application d’un voltage élevé, de détruire le patch tout en 
conservant le scellement entre la membrane et la pipette. Dans cette configuration, dite whole-
cell, la solution de remplissage de la pipette communique directement avec le milieu 
cytoplasmique, et l’ensemble des canaux présents dans la membrane plasmique cellulaire peut 
être interrogé (et plus seulement ceux présents dans le patch délimité par la pipette). Cette 
variante permet donc de mener des expériences de voltage imposé sur la cellule entière, ou 
encore d’injecter dans la cellule certaines substances (enzymes, nucléotides…) susceptibles de 
moduler l’activité électrique des canaux ioniques.  
Configuration « excisée outside-out » : à partir de la configuration whole-cell, on peut 
obtenir par traction délicate un morceau isolé de membrane dont la surface externe est 
exposée à l’extérieur (outside out) et peut donc être soumise à divers composés. Cette variante 
est employée lorsqu’on souhaite étudier l’impact de variations de l’environnement de la face 
externe de la membrane sur l’activité des canaux (ligands extracellulaires). 
 
Figure 55 : Les différentes configurations du patch-clamp 
La configuration « cell-attached » permet de préserver l’intégrité du cytoplasme. La 
configuration « whole-cell » permet la mesure de la totalité des courants de la cellule. Les 
configurations excisées « inside-out » et « outside-out » permettent d’accéder à des sites de 
régulation respectivement intra- et extracellulaires. 
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Configuration « excisée inside-out » : si on excise le patch membranaire isolé à partir de 
la configuration cell-attached, il est possible d’isoler ce patch et de faire varier 
l’environnement de sa face cytoplasmique. Cette configuration, qualifiée d’inside-out, est 
particulièrement recherchée pour l’étude des canaux ioniques activés par des agents 
intracellulaires. Notons également qu’il est possible de se rapprocher de la configuration 
inside-out en partant de la configuration cell-attached et en perméabilisant la cellule à l’aide 
d’agents ionophores afin d’obtenir la configuration open cell-attached. 
 
   3.3.1.d Conditions expérimentales de travail 
    
 Préparations des ovocytes 
 
Après 48 à 72 heures d’incubation à 19°C, temps requis pour obtenir une bonne expression 
protéique à la membrane plasmique, les ovocytes sont débarrassés manuellement de leur 
membrane vitelline à l’aide de pinces. Cette étape délicate est réalisée sous une loupe 
binoculaire, en plaçant l’ovocyte dans une solution hyperosmotique (Shrinking solution = 
solution A + 100 mM NaCl) afin que l’ovocyte se rétracte et se désolidarise du vitellus qui 
l’entoure. L’opération n’est effectuée qu’au dernier moment précédant les mesures : en effet, 
dépourvu de sa membrane vitelline, l’ovocyte devient extrêmement fragile et sa durée de vie 





Figure 56 : Observation au microscope optique (x 16) d’un même ovocyte avant (a) et après 
(b) élimination manuelle de la membrane vitelline (d’après Methfessel et al., 1986)  
 
L’ovocyte est ensuite transféré dans le poste de patch-clamp pour être testé, sur boîte de 
Petri contenant une solution isotonique. 
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 Microélectrodes de mesure et solutions 
 
Les micropipettes utilisées pour le patch-clamp sont usinées à partir de capillaires de 
borosilicate (Kimax-51, Kimble products). Ceux-ci sont portés à haute température puis étirés 
sous l’effet d’une tension contrôlée à l’aide d’une étireuse horizontale (P97 Micropipette 
Puller, Sutter Instrument Co.) afin de produire des pipettes dont l’extrémité atteint un 
diamètre de l’ordre du micromètre. Les micropipettes ainsi obtenues sont remplies d’une 
solution isotonique au milieu intracellulaire et fixées sur l’électrode d’argent chloruré 




Figure 57 : dispositif expérimental et solutions mises en œuvre lors de la mesure de courants 
potassiques en patch-clamp. Les conditions sont optimisées de manière à n’observer que la 
contribution des canaux KATP et à avoir un potentiel d’inversion potassique (EK) nul. 
 
La concentration potassique dans la pipette est fixée (150 mM K+) de manière à se placer 
en conditions équimolaires de part et d’autre du patch membranaire : de cette manière, le 
potentiel d’inversion du potassium (EK) est pratiquement nul. 
L’électrode d’argent chloruré permet la conversion des courants d’ions en solution en courant 
d’électrons suivant la réaction réversible suivante : 
 
Ag + Cl- ↔ AgCl + e-  
 
De cette manière, les courants ioniques convertis en courants électroniques peuvent être 
visualisés directement sur ordinateur. 
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 Formation d’un patch et mesures de courants 
 
La formation d’un patch membranaire passe par une première étape d’approche délicate de 
l’ovocyte avec la micropipette. Une légère surpression exercée dans la micropipette permet 
d’éviter l’entrée de poussières ou débris présents dans le bain. Une fois le contact établi, une 
légère dépression exercée par une aspiration continue permet d’aspirer une portion de 
membrane, ou « patch », et de la faire adhérer aux parois de la pipette de manière quasi-
covalente jusqu’à avoir un scellement (« seal ») d’une résistance de l’ordre du gigaohm. Le 
patch de membrane est alors excisé par un retrait rapide de la micropipette et peut dès lors être 
interrogé librement. Pour ce faire, il est placé devant un système de perfusion relié à des tubes 




Figure 58 : Dispositif de perfusion mis en œuvre pour le patch-clamp. Les solutions utilisées 
ne contiennent pas d’autre cation perméant que le potassium (Na+ ou Ca2+ exclus), de 
manière à n’observer que les courants potassiques. La tête de perfusion rotative permet de 
présenter successivement différentes solutions à tester devant le patch membranaire. 
 
En l’absence de cations autres que K+, les principaux courants endogènes susceptibles 
d’être enregistrés sur l’ovocyte seraient ceux de canaux chlores activés par le calcium (ICl(Ca)). 
Ces courants sont inhibés par l’ajout d’un chélateur d’ions Ca2+ (EGTA) dans nos solutions. 
Les seuls courants enregistrables dans ces conditions expérimentales correspondent donc 
uniquement aux flux potassiques (IK) de part et d’autre de la membrane. 
Le courant IK engendré par le flux de K+ passant à travers les canaux ioniques présents 
dans le patch est égal à : IK = GK (Vm-EK), transposition de la loi d’Ohm au gradient 
électrochimique (Vm–EK), avec Vm le potentiel de membrane (imposé à Vm = -50 mV), et EK 
le potentiel d’inversion pour l’ion K+ (dans les conditions équimolaires en potassium fixées, 
EK = 0). IK ne dépend donc que de GK, la conductance transmembranaire pour l’ion K+, 
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GK est donnée par Gk = P0 N gk où:  
 
P0 - probabilité que les canaux soient dans un état conformationnel ouvert ou fermé 
N - nombre des canaux présents dans le patch  
gk - conductance unitaire de chaque canal (constante d’environ 70 pS pour le canal KATP)  
 
 La valeur du courant mesuré nous renseigne donc sur le nombre de canaux présents dans 
le patch et sur leur activité (leur ouverture/fermeture).  
Dans ces conditions expérimentales (Vm = -50 mV, EK = 0), le passage d’ions K+ à travers les 
canaux se traduit par une déflexion vers le bas (courant « négatif » ou « entrant »). Ainsi, 
toute activation des canaux KATP par un agent pharmacologique ou des nucléotides entraîne 




















Figure 59 : Illustration de la mesure de l’activité des canaux KATP en réponse à l’application de 
substances activatrices par la technique de patch-clamp en configuration inside-out. 
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Les courants mesurés sont ensuite normalisés en utilisant comme références les courants 
enregistrés en absence d’ATP (courant maximal, canaux en configuration ouverte) et en 
présence de 2mM ATP (courant minimal, canaux en configuration fermée). 
 
 Traitement des signaux enregistrés 
 
Les signaux analogues amplifiés par l’amplificateur RK-300 (Bio-Logic) sont numérisés et 
enregistrés sur l’ordinateur en même temps que les signaux correspondant aux changements 
de perfusion, puis échantillonnés à 1 kHz. Selon leur amplitude, ces signaux sont ensuite 
filtrés entre 10 et 300 Hz, puis analysés (ajustement des lignes de base). L’échantillonnage, le 
filtrage, l’analyse et la présentation des données se font à l’aide du logiciel Erwin 3.2, 
développé par Michel Vivaudou au laboratoire. 
Les fittings de courbes sont réalisés à l’aide du logiciel Origin (OriginLab). Les équations 
de Hill standard suivantes ont été utilisées pour les ajustements (« fittings »): 
- Pour l’activation par les ouvreurs: 
f(|X|)=i0 + iMAX/ [ 1+( K½/|X|)h ] (1) 
où |X| représente la concentration d’activateur, i0 le courant normalisé contrôle en absence 
d’activateur, iMAX le courant maximal induit par l’activateur, K½ la concentration de demi-
activation maximale, et h le coefficient de Hill. 
 
- Pour l’inhibition par l’ATP et le glibenclamide: 
f(|X|)=i0 / [ 1+( |X| / K½ )h ] (2) 
où |X| représente la concentration d’inhibiteur, i0 le courant normalisé contrôle en absence 
d’inhibiteur, K½ la concentration de demi-inhibition maximale, et h le coefficient de Hill. 
 
 - Pour l’activation et l’inhibition combinées par l’ADP: 
f(|ADP|)=i0 + iMAX/ [ 1+( Ka½/|ADP|)ha ] • [ 1+( |ADP| / Ki½ )hi ] (3) 
où i0 représente le courant normalisé contrôle en absence d’ADP, iMAX le courant maximal 
obtenu si il n’y avait pas d’inhibition, Ka½ la concentration de demi-activation maximale, ha le 
coefficient de Hill pour l’activation, Ki½ la concentration de demi-inhibition maximale, hi le 
coefficient de Hill pour l’inhibition. 
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Les résultats sont présentés comme des moyennes ± s.e.m. Les barres d’erreurs sur les 
figures représentent les s.e.m. et ne sont pas indiquées si elles sont inférieures aux symboles.  
 
  3.3.2 Two Electrode Voltage-Clamp (TEVC) 
 
   3.3.2.a Principe du TEVC 
 
La taille importante de l’ovocyte de Xénope (1,2 à 1,3 mm de diamètre) proscrit l’étude 
des courants macroscopiques en configuration cellule entière par la technique du patch-clamp. 
En effet, il est impossible dans cette configuration de maintenir un potentiel imposé à 
l’échelle d’une cellule aussi volumineuse (problème dit de « space clamp »). Ces courants 
peuvent néanmoins être étudiés par la technique de double électrode, ou Two Electrode 
Voltage Clamp, à l’aide d’un amplificateur GeneClamp 500 (Axon Instruments). Cette 
technique consiste à utiliser non plus une mais deux électrodes, la première étant assignée au 
maintient du potentiel de membrane (Vm) tandis que la seconde permet la mesure des courants 





Figure 60 : Le potentiel imposé (« Voltage-Clamp ») consiste à maintenir le potentiel de 
membrane (Vm) à une valeur constante (Vi) fixée par l’expérimentateur. Pour cela, un 
amplificateur à contre-réaction (GeneClamp 500, Axon Instruments) délivre un courant égal 
et de sens opposé au courant ionique transmembranaire, tendant à annuler la différence (Vi – 
Vm). Les cellules de gros diamètre sont empalées par deux microélectrodes dont une impose le 
pas de potentiel de membrane et l’autre mesure l’intensité du courant résultant. 
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   3.3.2.b Conditions expérimentales 
 
Les ovocytes sont placés dans une cuve contenant une solution standard appelée « bain » 
(KCl 91 mM, HEPES 5 mM, CaCl2 1,8 mM, MgCl2 1 mM, acide niflumique 0,3 mM, pH 
7,4), devant un système de perfusion délivrant différentes solutions suivant les conditions à 
tester. De même que pour le patch-clamp, les microélectrodes utilisées sont réalisées en 
étirant des capillaires de borosilicate après chauffage sous l’effet d’une tension contrôlée 
(extrémités de l’ordre du dixième de micromètre, résistance de l’ordre de 0,5 MΩ). Celles-ci 
sont ensuite remplies d’une solution ionique conductrice (KCl 3 M) puis montées sur les 
électrodes de stimulation et de mesure. L’acquisition puis l’analyse des données sont réalisées 
à l’aide du logiciel pClamp (Axon Instruments). Le programme utilisé permet d’imposer 
successivement des pulses de voltage de 500 ms à -50, 0, et +50 mV à intervalles de 5 
secondes. Différents effecteurs des canaux KATP sont alors appliqués par perfusion, et les 
courants potassiques résultants enregistrés. 
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1. Position du problème 
 
Les interactions permettant l’association physique entre les sous-unités SUR et Kir6.x du 
canal KATP ont été assez largement étudiées et sont aujourd’hui bien documentées, comme 
décrit dans la partie introductive de ce travail. Néanmoins, les mécanismes liant 
fonctionnellement les deux sous-unités du canal KATP, et permettant la conversion de la 
fixation de nucléotides et d’effecteurs pharmacologiques en modulations des propriétés 
d’ouverture de Kir6.x, sont encore très largement méconnus. De fait, toutes les régions 
rapportées comme étant des zones d’interaction physique entre les deux sous-unités 
représentent des voies de transduction potentielles à explorer, et deux régions de SUR sont 
particulièrement intéressantes de ce point de vue (Figure 61):  
 
- Le domaine N-terminal TMD0 et la boucle cytoplasmique L0, essentiels à l’ancrage de 
SUR à Kir6.2 (Babenko and Bryan, 2003; Chan et al., 2003) et récemment décrits pour 
exercer une influence directe sur le gating de Kir6.2 (Fang et al., 2006). 
 
- Le linker cytoplasmique reliant les domaines TMD2 et NBD2 de SUR2A, connu pour 
être en interaction physique avec Kir6.2 (Rainbow et al., 2004a; Rainbow et al., 
2004b). 
 
A l’aide d’une approche chimérique consistant à remplacer les segments d’intérêts de 
l’isoforme cardiaque SUR2A par leurs segments homologues chez la Multidrug Resistance 
Protein MRP1, nous nous sommes attachés à examiner les rôles respectifs de ces régions 
d’intérêt dans le couplage physique et fonctionnel entre les sous-unités SUR2A et Kir6.2 du 



















































Figure 61 : Prédiction de la topologie de SUR et Kir6.2 et mise en exergue du domaine 




2.1 Etude du domaine N-terminal TMD0/L0 de SUR2A 
  
De nombreux indices indiquent que les régions N-terminales TMD0 et L0 du récepteur des 
sulphonylurées jouent un rôle prépondérant à la fois dans l’association physique entre SUR et 
Kir6.x et dans la transduction d’information entre ces deux sous-unités (Babenko and Bryan, 
2003; Chan et al., 2003; Fang et al., 2006). Les travaux portant sur ces domaines concluent à 
un rôle majeur dans le contrôle de la probabilité d’ouverture (Po) de Kir6.2 mais aucun ne 
permet néanmoins d’attribuer au domaine TMD0/L0 un rôle essentiel dans la réponse aux 
effecteurs physiologiques et pharmacologiques du canal, exception faite de l’étude d’une 
mutation intervenant dans la deuxième boucle cytoplasmique (CL2) changeant la 
phénylalanine 132 en leucine et entraînant des changement de sensibilité à l’ATP et au 
tolbutamide (Proks et al., 2006). 
Nous avons donc choisi d’examiner le rôle fonctionnel joué par ce domaine en utilisant une 
approche basée sur la construction de chimères entre l’isoforme cardiaque SUR2A et la 
protéine MRP1, membre de la famille des ABCC présentant les avantages d’être très 
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homologue à SUR2A mais de n’exercer aucune influence physique ni fonctionnelle sur Kir6.2 
(Figure 62).  
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Figure 62 : Stratégie chimérique mise en œuvre entre SUR2A et MRP1 pour l’étude du 
couplage fonctionnel entre SUR2A et Kir6.2  
  
Le principe de cette stratégie est le suivant: si une partie de SUR2A est essentielle à la 
fonctionnalité du canal, son remplacement par la région équivalente de MRP1 devrait 
provoquer une perte de fonction aisément identifiable en patch-clamp. 
  
  2.1.1 Suppression du domaine TMD0 de SUR2A 
 
Une première étape dans l’étude du domaine TMD0, décrit pour permettre l’association 
physique entre SUR et Kir6.2, a consisté à étudier son caractère indispensable. Pour cela, 
deux constructions ont été générées où ce domaine a été supprimé: SUR2A(∆TMD0), et  
SUR2A(∆TMD0)-Kir6.2 où l’association en tandem entre SUR2A et Kir6.2 est forcée par 









Figure 63 : Représentation schématique des constructions SUR2A(∆TMD0) + Kir6.2 (A) et 
SUR2A(∆TMD0)-Kir6.2 (B) mises en œuvre pour l’étude du TMD0 de SUR2A  
 
La  caractérisation en patch-clamp de ces deux constructions révèle l’absence totale de 
courants KATP, contrairement aux canaux sauvages Kir6.2/SUR2A. Aucun courant n’est donc 
mesurable en l’absence du domaine TMD0, bien que ces constructions s’expriment dans 
l’ovocyte de Xénope comme en témoignent les résultats de Western Blot (Figure 64). On 
note au passage la présence sur gel d’homomultimères lorsque Kir6.2 est présent. L’étude par 
microscopie confocale de l’adressage de ces constructions montre qu’aucune des deux n’est 
localisée à la membrane plasmique et qu’elles présentent donc un défaut de trafic. De plus, la 
coexpression de SUR2A(∆TMD0)-Kir6.2 avec le domaine TMD0 de SUR1 donne des 
courants KATP mesurables, prouvant que l’apport du TMD0 suffit à restaurer l’adressage des 
canaux à la membrane. 
Le domaine TMD0 est donc indispensable pour l’assemblage et l’adressage des canaux 
KATP à la membrane plasmique. Il pourrait jouer un rôle dans le masquage des signaux de 
rétention, indispensable à la sortie du réticulum endoplasmique, ainsi que dans le repliement 
du complexe protéique. 
La délétion de ce domaine ayant des effets particulièrement drastiques, nous avons 
















































































































Figure 64 : Le domaine TMD0 est indispensable pour l’adressage à la membrane plasmique 
des canaux KATP. (A) Courants maximaux mesurés en patch-clamp en configuration inside-out 
en absence de nucléotides, reflet de la densité de canaux à la membrane. Les chiffres au-
dessus des barres indiquent le nombre de patchs pris en compte. (B) Contrôle de l’expression 
des protéines dans l’ovocyte de Xénope en Western Blot (C) Contrôle de l’adressage 
membranaire des protéines en microscopie confocale par immunofluorescence.   
 
  2.1.2 Remplacement du domaine TMD0 de SUR2A 
 
Une deuxième étape a consisté à étudier l’impact du remplacement du domaine TMD0 par 
les domaines équivalents de protéines homologues. Deux protéines ont été utilisées à cet effet: 
MRP1, protéine homologue de la famille ABCC, et YCF1, protéine homologue de levure. 
Chez YCF1, ce domaine joue un rôle essentiel dans l’adressage à la vacuole des protéines. En 
revanche, il joue un rôle mineur chez MRP1 dans la dimérisation et l’activité de transport. 
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  Une première construction en tandem a été créée, notée SUR2A(TMD0MRP1)-Kir6.2, où 
SUR2A et Kir6.2 sont liés et où le domaine TMD0 de SUR2A a été remplacé par celui de 
MRP1. L’étude de cette chimère en patch-clamp ne donne aucun résultat, aucun courant 
n’étant mesurable (Figure 65). En revanche, les résultats de Western Blot et de microscopie 
confocale révèlent que la construction est bien exprimée en ovocyte mais qu’elle ne s’adresse 


























































































































Figure 65 : Le domaine TMD0 est irremplaçable pour l’adressage à la membrane plasmique 
des canaux KATP. (A) Courants maximaux mesurés en patch-clamp en configuration inside-out 
en absence de nucléotides, reflet de la densité de canaux à la membrane. Les chiffres au-
dessus des barres indiquent le nombre de patchs pris en compte. (B) Contrôle de l’expression 
des protéines dans l’ovocyte de Xénope en Western Blot (C) Contrôle de l’adressage 




Afin de s’assurer que ce problème d’adressage n’est pas du à un défaut de masquage des 
signaux de rétention, ceux-ci ont été tour à tour mutés ou supprimés. Les constructions 
SUR2A(TMD0MRP1)KKQ-Kir6.2, où le signal de rétention RKQ de SUR2A est muté en 
KKQ, et SUR2A(TMD0MRP1)KKQ-Kir6.2∆C36, où le signal de rétention de Kir6.2 est 
également tronqué, ont été générées. Leur caractérisation en patch-clamp ne montre aucun 
courant mesurable malgré l’absence de signaux de rétention. Malgré une expression 
comparable aux canaux sauvages en Western Blot, ces constructions ne sont toujours pas 
adressées à la membrane plasmique. 
Le domaine TMD0 de MRP1 ne permet donc pas de remplacer celui de SUR2A et de 
former des canaux KATP adressés à la membrane plasmique. De fait, le domaine TMD0 de 
SUR2A est donc indispensable et irremplaçable pour l’assemblage et l’adressage des canaux 
KATP.   
 
  2.1.3 Insertion du domaine TMD0 de SUR2A dans d’autres ABCC 
 
Ayant montré que le domaine TMD0 de SUR2A est indispensable et irremplaçable, nous 
avons cherché à savoir si son adjonction à d’autres protéines de la famille des ABCC était 
suffisante pour permettre l’association de ces dernières avec Kir6.2. De nouvelles 
constructions chimériques ont été réalisées où le TMD0 de SUR2A a été inséré dans MRP1 
(construction MRP1(TMD0 SUR2A)), YCF1 (construction YCF1(TMD0 SUR2A)) et MDR1 
(construction MDR1(TMD0 SUR2A)).  
Comme attendu, aucun courant n’est mesuré quand on coexprime Kir6.2 avec MRP1, 
MDR1 ou YCF1 (Figure 66). Ces trois protéines ne sont donc pas capables de s’associer 
spontanément avec Kir6.2 et de masquer ses signaux de rétention pour former des canaux de 
type KATP. En revanche, lorsqu’on insère le TMD0 de SUR2A dans MDR1 ou qu’on 
remplace les TMD0 de MRP1 et YCF1 par celui de SUR2A, des courants potassiques 

































Figure 66 : L’adjonction du domaine TMD0 de SUR2A à d’autres protéines de la famille 
ABCC permet la formation de canaux KATP à la membrane plasmique. Courants maximaux 
mesurés en patch-clamp en configuration inside-out en absence de nucléotides, reflet de la 
densité de canaux à la membrane. Les chiffres au-dessus des barres indiquent le nombre de 
patchs pris en compte.   
 
Le domaine TMD0 seul ne masque pas les signaux de rétention de Kir6.2 et ne permet pas 
l’adressage à la membrane plasmique (Chan et al., 2003). Les chimères de MRP1, YCF1 et 
MDR1 incorporant le TMD0 de SUR2A présentant un taux d’expression à la membrane 
plasmique important, il semble donc que MRP1, YCF1 et MDR1 soient capables de masquer 
 Résultats 
153 
ces signaux de rétention. L’adjonction du domaine TMD0 de SUR2A suffit donc à permettre 
l’association d’autres protéines de la famille ABCC avec Kir6.2. 
La question a donc ensuite été posée de savoir si ce domaine pouvait suffire à permettre le 
couplage fonctionnel entre Kir6.2 et des protéines de la famille ABCC comme MDR1. Les 
canaux MDR1(TMD0 SUR2A) précédemment décrits ont donc été caractérisés en patch-
clamp en configuration inside-out. Différents substrats de MDR1 ont été testés: le P1075 
(dérivé du pinacidil), la doxorubicine, la vinblastine et le glibenclamide (Figure 67). 
L’application de ces substrats n’entraîne aucune variation significative de l’activité des 






































Figure 67 : Les substrats de MDR1 ne modulent pas l’activité des canaux 
Kir6.2/MDR1(TMD0 SUR2A). Les courants enregistrés sont normalisés par rapport au 
courant mesuré avant application des substrats. Les chiffres au-dessus des barres indiquent le 
nombre de patchs pris en compte. Contrôle: 1 mM ATP.  
 
Le TMD0 de SUR2A permet donc l’association de multiples ABCC avec Kir6.2, mais les 
résultats obtenus ne permettent pas de conclure à son implication dans la transduction du 
signal. 
 
  2.1.4 Chimères entre les domaines TMD0 de SUR2A et MRP1 
 
Le domaine TMD0 de SUR2A ne pouvant être ni tronqué ni remplacé sous peine 
d’empêcher la formation de canaux KATP, une nouvelle approche chimérique a été envisagée 
entre les TMD0 très homologues (33 %) de SUR2A et MRP1 afin d’identifier la région de ce 
domaine permettant l’association à Kir6.2. Quatre chimères ont été réalisées, incorporant 
respectivement la partie N-terminale cytoplasmique (construction Chim1), la première hélice 
transmembranaire et la première boucle cytoplasmique (construction Chim2), les deuxième et 
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troisième hélices transmembranaires (construction Chim3), et les quatrième et cinquième 
hélices transmembranaires (construction Chim4) du domaine TMD0 de MRP1 dans SUR2A. 



































Figure 68 : Les chimères du domaine TMD0 s’expriment mais ne permettent pas la formation 
de canaux fonctionnels. (A) Courants maximaux mesurés en patch-clamp en configuration 
inside-out en absence de nucléotides, reflet de la densité de canaux à la membrane. Les 
chiffres au-dessus des barres indiquent le nombre de patchs pris en compte. (B) Contrôle de 
l’expression des protéines dans l’ovocyte de Xénope en Western Blot. 
 
Néanmoins, les résultats de Western Blot révèlent que toutes s’expriment dans l’ovocyte. Il 
faudra déterminer si un problème d’adressage à la membrane plasmique est à l’origine de 
cette absence de canaux, ou si ceux-ci sont présents à la membrane mais non fonctionnels. 
 
 2.2 Rôle essentiel d’un domaine C-terminal proximal cytoplasmique 
 
Un autre domaine de l’isoforme cardiaque SUR2A du récepteur des sulfonylurées est 
connu pour être en interaction physique avec Kir6.2. Ce linker cytoplasmique de 65 résidus 
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(acides aminés 1293 à 1358), localisé entre le dernier domaine transmembranaire TMD2 et le 
deuxième domaine de liaison des nucléotides NBD2, est capable de co-immunoprécipiter 
avec Kir6.2, prouvant l’existence d’une interaction physique directe (Rainbow et al., 2004a). 
De plus, sa co-expression avec les sous-unités sauvages SUR2A et Kir6.2 entraîne de sévères 
perturbation de l’expression des canaux KATP à la membrane plasmique des cellules (Rainbow 
et al., 2004a; Rainbow et al., 2004b) suggérant la disruption d’une interface critique entre les 
deux sous-unités incompatible avec la formation de canaux fonctionnels. Ces résultats 
soulèvent l’hypothèse que ce linker cytoplasmique C-terminal puisse jouer un rôle critique de 
connecteur à l’interface entre les sous-unités du canal KATP cardiaque. De ce fait, il pourrait 
représenter une voie potentielle de transduction du signal permettant de lier fonctionnellement 
la fixation d’effecteurs à SUR2A aux modulations d’ouverture de Kir6.2. 
Nous avons donc examiné le rôle joué par ce domaine en utilisant là encore l’approche 
chimérique entre SUR2A et MRP1 décrite précédemment, afin de déterminer s’il pouvait être 
impliqué dans les processus de transmission allostérique entre SUR2A et Kir6.2.  
 
  2.2.1 Identification d’un défaut de couplage et d’adressage 
 
Notre stratégie, décrite en Figure 62, a consisté à co-exprimer dans l’ovocyte de Xénope 
Kir6.2 sauvage avec SUR2A sauvage ou chimérique, puis à caractériser fonctionnellement les 
canaux KATP résultants en utilisant la technique du patch-clamp dans la configuration inside-
out. De manière à vérifier leur intégrité, les canaux sauvages et chimériques ont été testés 
pour leur sensibilité à un certain nombre d’effecteurs physiologiques (ATP, ADP) et 
pharmacologiques (P1075, activateur analogue du pinacidil; SR47063, activateur analogue du 
cromakalim; glibenclamide, inhibiteur de la famille des sulphonylurées). 
Une première chimère, notée S1M, a été créée par mutagenèse dirigée, où une version du 
fragment décrit par Rainbow et collaborateurs, étendue à 82 résidus de manière à couvrir 
l’intégralité du linker cytoplasmique reliant l’hélice transmembranaire H17 à l’extrémité N-
terminale du NBD2 (acides aminés 1276 à 1358), a été remplacée dans SUR2A par la région 
équivalente de MRP1. Cette construction a ensuite été co-exprimée avec Kir6.2 dans 
l’ovocyte de Xénope puis testée en patch-clamp parallèlement au canal sauvage 
(Kir6.2/SUR2A) et à la co-expression Kir6.2/MRP1. Comme attendu, les canaux 
Kir6.2/SUR2A donnent lieu à des courants KATP d’amplitude de l’ordre du nA (1150 ± 90 
pA), alors qu’aucun courant KATP n’est enregistrable pour Kir6.2/MRP1 dont on sait qu’ils ne 
s’associent pas spontanément (Figure 69). De plus, en présence de 100 µM ATP (dose 
 Résultats 
156 
permettant d’inhiber les canaux à 90%), l’application de 100 µM P1075, activateur classique 
des canaux KATP, entraîne une activation nette des canaux Kir6.2/SUR2A (105 %), 
contrairement aux canaux Kir6.2/MRP1 pour lesquels aucune activité n’est visible. Dans les 
mêmes conditions, les canaux chimériques Kir6.2/S1M se révèlent très faiblement exprimés à 
la membrane plasmique, ne donnant lieu qu’à des courants de très faible amplitude (72 ± 20 
























































































































































Figure 69 : La mutation du linker TMD2/NBD2 entraîne des défauts d’expression et de 
réponse aux ouvreurs pharmacologiques. (A) Courant maximaux enregistrés en absence de 
nucléotides en patch-clamp en configuration inside-out. Les numéros au-dessus des 
histogrammes indiquent le nombre de patchs inclus. (B) Réponse au P1075 et au SR47063 (C) 
des canaux Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/S1M. Les concentrations 100 µM P1075 et 100 µM 
SR47063 sont appliquées en présence de 100 µM ATP. L’application de 100 µM ATP seul est 
utilisée comme contrôle (barres noires). Les courants enregistrés sont normalisés par rapport 
au courant mesuré en absence de nucléotides (avant application des ouvreurs). (D) Exemples 
d’enregistrements représentatifs en patch-clamp illustrant les réponses des canaux 




De plus, l’application d’un autre ouvreur pharmacologique spécifique, le SR47063, révèle 
une nouvelle différence entre les canaux sauvages et chimériques : là où les canaux 
Kir6.2/SUR2A sont fortement activés par 100 µM de SR47063 (125 %), les canaux 
chimériques Kir6.2/S1M se révèlent peu sensibles (moins de 35 % d’activation, Figure 69). 
Ce phénotype déficient à la fois pour l’expression à la membrane et l’activation par les 
ouvreurs pharmacologiques, dit « phénotype MRP1 », est particulièrement intéressant. En 
effet, deux hypothèses permettent d’expliquer ces perturbations des fonctions de régulation du 
canal: soit le canal chimérique présente un assemblage déficient, soit SUR2A et Kir6.2 sont 
encore associés mais ne sont plus couplées fonctionnellement. Pour confirmer l’une ou l’autre 
de ces hypothèses, nous avons par la suite cherché à définir une région minimale responsable 
de l’établissement de ce phénotype déficient. 
 
  2.2.2 Trois résidus C-terminaux de SUR2A sont essentiels pour l’expression 
  des canaux KATP et leur activation par le P1075 
 
De manière à préciser la zone responsable du phénotype MRP1 observé pour la chimère 
S1M, des chimères de SUR2A incorporant dans le linker d’intérêt des fragments de MRP1 de 
taille inférieure ont été créées. La chimère S1M a tout d’abord été divisée en deux parties 
égales afin de générer les chimères S2M et S3M (Figure 70). Les canaux chimériques ont 
ensuite été testés en patch-clamp pour deux paramètres décrits auparavant: les courants KATP 
maximaux résultants, reflets de l’expression des canaux à la membrane plasmique, et la 
sensibilité à une dose saturante de 100 µM P1075, reflet de la fonctionnalité des canaux 
exprimés. Ces deux paramètres se sont en effet révélés suffisants pour différencier les 
phénotypes sauvage et déficient. 
La caractérisation des chimères S2M et S3M en patch-clamp révèle que S2M possède le 
même phénotype MRP1 que S1M (faibles courants et faible activation par le P1075) alors que 
S3M possède un phénotype sauvage identique aux canaux Kir6.2/SUR2A (courants de l’ordre 
du nA et forte sensibilité au P1075). La même procédure a donc ensuite été appliquée au 
segment S2M, divisé en quatre afin de générer les chimères S4M, S5M, S6M et S7M. Les 
chimères S4M, S5M et S6M possèdent un phénotype sauvage, alors que la chimère S7M est 
















































Figure 70 : Récapitulatif des chimères mises en œuvre et de leurs phénotypes respectifs. 
(A)Représentation schématique des chimères réalisées. Pour plus de clarté, seule la zone 
allant des résidus 1276 à 1358 a été représentée. Les parties correspondant à SUR2A sont 
représentées en bleu et celles correspondant à MRP1 en rouge. (B) Courant maximaux 
enregistrés en absence de nucléotides en patch-clamp en configuration inside-out. Les 
numéros au-dessus des histogrammes indiquent le nombre de patchs inclus. (C) Réponse au 
P1075. Une concentration de 100 µM P1075 est appliquée en présence de 100 µM ATP. 
L’application de 100 µM ATP seul est utilisée comme contrôle (barres noires). Les courants 
enregistrés sont normalisés par rapport au courant mesuré en absence de nucléotides (avant 
application des ouvreurs). 
 
L’alignement des séquences primaires des isoformes SUR1 et SUR2A avec MRP1 sur une 
zone de 16 résidus comprenant le segment S7M révèle une région très conservée entre les 
ABC (Figure 71). Trois résidus dans ce segment sont similaires dans les isoformes SUR et 
diffèrent chez MRP1: E1305 (Q chez SUR1), I1310 et L1313 (numérotation SUR2A). De 
plus, l’alignement de SUR2A avec les séquences primaires des protéines de structures 
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cristallographiques résolues Sav1866 (Dawson et Locher, 2006) et MsbA (Ward et al., 2007) 
situe ces résidus respectivement en amont (E1305) et dans le premier feuillet β du NBD2 
(I1310 et L1313), comme indiqué sur la Figure 71. Ces trois résidus ont donc été remplacés 
dans SUR2A par ceux de MRP1 et le triple mutant obtenu, noté SUR2A(EIL/VFY), a été 
caractérisé en patch-clamp.   
 
SUR2_rat N S G L V G L G L L Y A L T I T N Y L N W V V R N L A D L E V Q M G A V K K V N S F L T M E S E N Y E G T M D
SUR1_Hamster S A G L V G L G L T Y A L M V S N Y L N W M V R N L A D M E I Q L G A V K R I H A L L K T E A E S Y E G L L A
Sav1866_S. Aureus T V G T L A A F V G Y L E L L F G P L R R L V A S F T T L T Q S F A S M D R V F Q L I D E D Y D I K N G V G A
MsbA_E.Coli T A G T I T V V F S S M I A L M R P L K S L T N V N A Q F Q R G M A A C Q T L F T I L D S E Q E K D E G - - -






Transmembrane helix 17 of TMD2
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Figure 71 : Identification de trois résidus conservés dans le segment S7M. (A) Alignement des 
séquences primaires de SUR2A de rat, SUR1 humain et MRP1 humain. Les résidus E1305, 
I1310 et L1313 (numérotation SUR2A), conservés chez SUR et différents chez MRP1, sont 
encadrés. Ces résidus ont été remplacés dans SUR2A par ceux de MRP1 (V1290, F1295 et 
Y1298) pour générer le triple-mutant SUR2A(EIL/AAA). (B) Position des résidus E1305, 
I1310 et L1313 de SUR2A entre l’hélice transmembranaire H17 du TMD2 et le premier 
feuillet β du NBD2, basée sur l’hypothèse que SUR2A adopte une structure identique à 
Sav1866 (Dawson et Locher, 2006) et MsbA (Ward et al., 2007) utilisées pour l’alignement en 




La caractérisation fonctionnelle du triple-mutant SUR2A(EIL/VFY) montre qu’il possède 
un phénotype déficient identique à celui de la chimère S7M, avec des courants d’amplitude 
faible (49 ± 11 pA) et une sensibilité au P1075 fortement réduite (Figure 72). Il semble donc 
que muter les résidus E1305, I1310 et L1313 suffise à conférer le phénotype MRP1. Pour 
confirmer cette hypothèse, les trois résidus sauvages ont été réintroduits dans la chimère S7M 
déficiente, générant la chimère S7M(VFY/EIL). Cette chimère donne lieu à des courants 
d’amplitude comparable à ceux du canal sauvage (1180 ± 230 pA). De plus, elle possède une 
sensibilité au P1075 similaire aux canaux sauvages, avec une activation par 100 µM P1075 de 
l’ordre de 110 %. Cette réversion du phénotype MRP1 prouve le rôle essentiel des résidus 
E1305, I1310 et L1313 dans l’expression à la membrane et la sensibilité au P1075 des canaux 
KATP Kir6.2/SUR2A. Nous avons par la suite essayé de restreindre encore le nombre de 
résidus en mutant uniquement les résidus I1310 et L1313 (double-mutant SUR2A(IL/FY)) 
mais il s’est avéré que muter moins de trois résidus conduit à l’obtention de phénotypes 
intermédiaires entre les phénotypes sauvage et déficient (Figure 72). De fait, muter les trois 
résidus simultanément est donc nécessaire à l’établissement du phénotype MRP1, et ces trois 
résidus sont donc essentiels pour l’expression et l’activation par le p1075 des canaux KATP.  
Deux hypothèses sont envisageables pour expliquer la sensibilité altérée au P1075. La 
première est que muter ces trois résidus suffirait à provoquer une dissociation physique entre 
les sous-unités SUR2A et Kir6.2, ce qui correspondrait aux résultats et conclusions apportées 
par Rainbow et collaborateurs (Rainbow et al., 2004a; Rainbow et al., 2004b), empêchant 
toute expression des canaux. Une deuxième hypothèse est que les résidus E1305, I1310 et 
L1313 pourraient se trouver à l’interface entre SUR2A et Kir6.2 et participer à la transmission 
du signal entre les deux, ce qui expliquerait que leur mutation entraîne des perturbations de la 
régulation par le P1075. De manière à étudier l’influence de la nature des résidus utilisés en 
remplacement de ceux de SUR2A, et afin de voir si la taille des chaînes latérales à ces 
positions pouvait jouer un rôle dans les perturbations d’association observées, les trois résidus 
ont ensuite été mutés en alanines, générant le triple-mutant SUR2A(EIL/AAA). Ce mutant 
donne lieu à des courants d’amplitude modérée en patch-clamp (420 ± 90 pA) mais 
singulièrement plus élevée que pour les canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/VFY) (49 ± 11 pA). 
Néanmoins, les canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) présentent toujours un défaut significatif 







































































Figure 72 : Les résidus E1305, I1310 et L1313 de SUR2A sont essentiels pour l’expression 
des canaux KATP et leur activation par le P1075. (A)Représentation schématique des chimères 
réalisées. Pour plus de clarté, seule la zone allant des résidus 1276 à 1358 a été représentée, 
et les résidus E1305, I1310 et L1313 sont indiqués par des traits blancs. Les parties 
correspondant à SUR2A sont représentées en bleu et celles correspondant à MRP1 en rouge. 
(B) Courant maximaux enregistrés en absence de nucléotides en patch-clamp en 
configuration inside-out. Les numéros au-dessus des histogrammes indiquent le nombre de 
patchs inclus. (C) Réponse au P1075. Une concentration de 100 µM P1075 est appliquée en 
présence de 100 µM ATP. L’application de 100 µM ATP seul est utilisée comme contrôle 
(barres noires). Les courants enregistrés sont normalisés par rapport au courant mesuré en 
absence de nucléotides (avant application des ouvreurs). 
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  2.2.3 Les canaux SUR2A(EIL/AAA) présentent un défaut d’activation par le 
  P1075 sans changement d’affinité 
 
Dans le cas du triple-mutant SUR2A(EIL/AAA), l’expression, et donc l’association 
physique entre SUR2A et Kir6.2, est partiellement rétablie. Cependant, le défaut d’activation 
par le P1075 persiste et prouve que la régulation du canal par cet ouvreur pharmacologique est 
affectée dés lors qu’on mute les résidus E1305, I1310 et L1313 et ce quelle que soit la nature 
des résidus introduits en remplacement. Cette perte de sensibilité au P1075 peut être 
expliquée soit par un défaut de fixation de l’ouvreur, soit par une altération des mécanismes 
entraînant l’activation du canal Kir6.2 suite à sa fixation à SUR2A. 
De manière à déterminer si la mutagenèse entraîne une altération de l’affinité pour 
l’ouvreur ou des mécanismes de transduction du signal, les canaux sauvage (Kir6.2/SUR2A) 
et mutant (Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) on été soumis à des concentrations croissantes de P1075 
(Figure 73). La courbe dose-réponse au P1075 montre que les canaux sauvage et mutant ont 
des affinités apparentes pour l’ouvreur tout à fait comparables (Kir6.2/SUR2A: K1/2 = 6,5 
µM ; Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA): K1/2  = 4 µM ; Kir6.2/SUR2A(EIL/VFY) : K1/2 = 8 µM, 
données nos montrées), indiquant que les mutations des résidus E1305, I1310 et L1313 
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Figure 73 : Réponses des canaux KATP sauvage et mutant au P1075. (A) (B) Exemples 
d’enregistrements représentatifs en patch-clamp illustrant les réponses des canaux 
Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) à 10 µM de P1075 en présence de 100 µM ATP. 
(B) Histogramme de courant moyen normalisé mesurés avant et après application du P1075. 
Les courants sont normalisés par rapport au courant mesuré en absence d’ATP. Les numéros 
au-dessus des barres indiquent le nombre de patchs pris en compte dans chaque moyenne. (C) 
Courbes dose-réponse au P1075 pour les canaux sauvages (carrés) et mutants (triangles) en 
présence de 100 µM ATP. Les courants sont normalisés par rapport au courant mesuré en 
absence d’ATP. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour 6 patchs pour 
Kir6.2/SUR2A et 8 patchs pour Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). L’ajustement des données utilisant 
l’équation (1) donne K1/2 = 6,5 ± 1,3 µM (h = 1,1 ± 0,2) pour Kir6.2/SUR2A et K1/2 = 4,0 ± 1 
µM (h = 0,94 ± 0,2) pour Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). 
   
  2.2.4 Les canaux SUR2A(EIL/AAA) présentent un défaut d’activation par le 
  SR47063 sans changement d’affinité 
 
La caractérisation fonctionnelle des canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) a été poursuivie en 
testant leur capacité à être activés par un autre ouvreur pharmacologique de la famille des 
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benzopyranes, le SR47063. En présence de 100 µM ATP, l’application de 100 µM SR47063 
entraîne l’activation d’un facteur 14 des canaux sauvages contre une activation d’un facteur 4 
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Figure 74 : Réponses des canaux KATP sauvage et mutant au SR47063. (A) (B) Exemples 
d’enregistrements représentatifs en patch-clamp illustrant les réponses des canaux 
Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) à 100 µM de SR47063 en présence de 100 µM 
ATP. (B) Histogramme de courant moyen normalisé mesurés avant et après application du 
SR47063. Les courants sont normalisés par rapport au courant mesuré en absence d’ATP. 
Les numéros au-dessus des barres indiquent le nombre de patchs pris en compte dans chaque 
moyenne. (C) Courbes dose-réponse au SR47063 pour les canaux sauvages (carrés) et 
mutants (triangles) en présence de 100 µM ATP. Les courants sont normalisés par rapport au 
courant mesuré en absence d’ATP. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour 3 
patchs pour Kir6.2/SUR2A et 5 patchs pour Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Le fitting des données 
utilisant l’équation (1) donne K1/2 = 13,2 ± 1,1 µM (h = 1,61 ± 0,2) pour Kir6.2/SUR2A et 
K1/2 = 7,7 ± 0,7 µM (h = 2,2 ± 0,4) pour Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). 
 
  Là encore, comme pour le P1075, l’application de concentrations croissantes de SR47063 ne 
révèle aucune différence significative d’affinité apparente pour la drogue entre les canaux 
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sauvages (K1/2 = 13,2 µM) et mutant (K1/2 = 7,7 µM), suggérant que les mutations des résidus 
E1305, I1310 et L1313 n’altèrent pas la fixation de la drogue à SUR2A (Figure 74). 
Il semble donc que cette perte de sensibilité au SR47063, et aux ouvreurs 
pharmacologiques de manière générale, résulte d’une incapacité des canaux 
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) à entraîner l’activation de Kir6.2 suite à la fixation de la drogue.  
 
  2.2.5 La triple mutation E1305A/I1310A/L1313A dans SUR2A abolit  
  l’activation par le MgADP 
 
Dans l’environnement cellulaire, les canaux KATP sont physiologiquement activés par le 
MgADP. En effet, Kir6.2 et SUR2A possèdent tous deux des domaines de liaison des 
nucléotides cytoplasmiques: la fixation de MgADP à Kir6.2 a une action inhibitrice tandis que 
son interaction avec SUR2A entraîne l’activation des canaux. Aux concentrations 
submillimolaires de MgADP, la moyenne de ces deux effets résulte en une activation des 
canaux. De ce fait, un découplage des sous-unités SUR2A et Kir6.2 devrait abolir l’action 
activatrice de SUR2A et provoquer un changement de sensibilité au MgADP en faveur de 
l’inhibition. Les sensibilités respectives des canaux sauvage et mutant au MgADP ont donc 
été étudiées et comparées à la sensibilité de canaux Kir6.2 tronqués de leur 36 acides aminés 
C-terminaux  (Kir6.2∆C36) formant des canaux KATP indépendamment de SUR2A (Tucker et 
al., 1997). Comme attendu, les canaux Kir6.2/SUR2A sont fortement activés par l’application 
de 100 µM MgADP (Figure 75). En revanche, dans les mêmes conditions les canaux 
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) sont inhibés et se comportent de manière similaire aux canaux 
Kir6.2∆C36. Sur une gamme plus large de concentrations, les canaux sauvages sont activés 
aux concentrations les plus faibles puis inhibés aux concentrations plus élevées, reflétant la 




































































Figure 75 : Réponses des canaux KATP sauvage et mutant au MgADP. (A) (B) (C) Exemples 
d’enregistrements représentatifs en patch-clamp illustrant les réponses des canaux 
Kir6.2/SUR2A, Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) et Kir6.2∆C36 à 100 µM de MgADP en présence de 
100 µM ATP. (D) Courbes dose-réponse au MgADP pour les canaux sauvages (carrés) et 
mutants (triangles) en présence de 100 µM ATP. Les courants sont normalisés par rapport au 
courant mesuré en absence d’ATP. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour 5-
15 patchs pour Kir6.2/SUR2A et 5-14 patchs pour Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). L’ajustement des 
données Kir6.2/SUR2A utilisant l’équation (3) donne Ka1/2 = 124 ± 9 µM (ha = 0,94 ± 0,03) et 
Ki1/2 = 230 ± 6 µM (hi = 1,93 ± 0,05). L’ajustement des données Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) 
utilisant l’équation (2) donne K1/2 = 152 ± 16 µM (h = 1,6 ± 0,2). 
  
Les canaux mutants sont eux toujours inhibés quelle que soit la concentration appliquée, ce 
qui suggère que les canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) se comportent vis-à-vis du MgADP 
comme si SUR2A était toujours physiquement présent mais pas en mesure de compenser 





  2.2.6 Les mécanismes d’inhibition par l’ATP et le glibenclamide ne sont pas 
  affectés chez le mutant SUR2A(EIL/AAA) 
 
Les activateurs physiologique et pharmacologiques étant tous affectés par la mutation des 
résidus E1305, I1310 et L1313, les canaux mutants ont ensuite été testés pour leur sensibilité 
à un inhibiteur physiologique, l’ATP, et un inhibiteur pharmacologique de la classe des 
sulphonylurées, le glibenclamide. L’application de concentrations croissantes d’ATP sur les 
canaux Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) révèle que les deux populations de 
canaux présentent des sensibilités très similaires: les canaux sauvages et mutants sont inhibés 
par l’ATP  avec des Ki respectifs de 15 µM et 12,1 µM (Figure 76). De plus, l’application de 
300 nM de glibenclamide, dose suffisante pour provoquer une inhibition de 90 % chez les 
canaux sauvages, induit chez les canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) une cinétique d’inhibition 
comparable à celle des canaux Kir6.2/SUR2A, et les deux populations de canaux montrent 
des sensibilités au glibenclamide quasi-identiques (Ki sauvage = 16 nM; Ki mutant = 8,2 nM). 
Les sensibilités inchangées pour l’ATP et le glibenclamide démontrent que les mécanismes 
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Figure 76 : Réponse des canaux KATP sauvage et mutant à l’ATP et au glibenclamide. (A) 
Courbes dose-réponse à l’ATP pour les canaux sauvages (carrés) et mutants (triangles). Les 
courants sont normalisés par rapport au courant mesuré en absence d’ATP. Chaque point 
représente la moyenne des valeurs pour 21-44 patchs pour Kir6.2/SUR2A et 8-28 patchs pour 
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Le fitting des données utilisant l’équation (2) donne K1/2 = 15 ± 0,7 
µM (h = 1,39 ± 0,07) pour Kir6.2/SUR2A et K1/2 = 12,1 ± 0,9 µM (h = 1,01 ± 0,05) pour 
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). (B) Exemples d’enregistrements représentatifs en patch-clamp 
illustrant les réponses des canaux Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) à 300 nM de 
glibenclamide en présence de 10 µM ATP. (C) Courbes dose-réponse au glibenclamide pour 
les canaux sauvages (carrés) et mutants (triangles). Les courants sont normalisés par rapport 
au courant mesuré en absence d’ATP. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour 
5-12 patchs pour Kir6.2/SUR2A et 4-7 patchs pour Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Le fitting des 
données utilisant l’équation (2) donne K1/2 = 16 ± 9,5 µM (h = 1,04 ± 0,6) pour 
Kir6.2/SUR2A et K1/2 = 8,2 ± 1,4 µM (h = 1,43 ± 0,19) pour Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). 






 3.1 Le domaine TMD0: un élément essentiel pour l’association et les processus 
 d’inhibition? 
 
Peu d’informations sont disponibles sur les mécanismes moléculaires impliqués dans la 
régulation croisée des deux sous-unités des canaux KATP, et la manière dont la fixation de 
nucléotides ou d’effecteurs pharmacologiques à SUR entraîne des modulations des propriétés 
d’ouverture de Kir6.2 reste méconnue. Dans un souci d’identification des domaines de SUR 
impliqués dans cette régulation, nous nous sommes tout d’abord attachés à caractériser le rôle 
joué par le domaine N-ter TMD0, essentiel pour l’association entre les deux sous-unités 
(Chan et al., 2003; Babenko et Bryan, 2003).  
Les résultats présentés ici montrent que ce domaine est indispensable et irremplaçable pour 
permettre la formation de canaux à la membrane plasmique: en effet, son remplacement par le 
domaine équivalent de MRP1, présentant une homologie de 33 % et des prédictions de 
structures secondaires proches, ne permet pas l’adressage membranaire de canaux 
fonctionnels. A l’inverse, et de manière surprenante, l’adressage de MRP1 n’est pas perturbé 
par le remplacement de son TMD0 par celui de SUR2A, suggérant un rôle beaucoup plus 
critique pour ce domaine chez SUR que chez MRP1. Ce résultat est cohérent avec l’idée déjà 
évoquée que le domaine TMD0 n’est pas essentiel et joue un rôle mineur dans l’activité de 
transport chez MRP1 (Bakos et al., 1998 et 2000). Toutefois, la construction MRP1(TMD0 
SUR2A) n’a pas été testée fonctionnellement pour le transport, et il serait intéressant de 
déterminer si elle est toujours capable de prendre en charge les substrats de MRP1. De plus, il 
semble que la partie N-terminale de ce domaine adopte une structure flexible particulière 
(Chen et al., 2002 et 2006; Binyamin et al., 2005) qui le différencie peut-être du domaine 
équivalent de SUR: présentant deux topologies distinctes, ces domaines ne seraient en fait pas 
aisément interchangeables ce qui expliquerait que toute tentative d’approche chimérique entre 
les TMD0 de SUR et MRP1 se solde par l’absence de canaux donnant lieu à des courants 
enregistrables (constructions Chim1/2/3/4). Reste à déterminer si cette absence de courant 
résulte d’une absence de canaux à la membrane, et donc d’un problème de trafic, ou de la 
présence de canaux non fonctionnels.  
Plusieurs arguments expérimentaux ainsi que des mutations retrouvées chez certains 
patients souffrant de diabète néonatal et d’hyperinsulinémie congénitale semblent indiquer 
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que le domaine TMD0 de SUR puisse être impliqué dans les mécanismes de régulation de 
l’activité de Kir6.2. En effet, coexprimé seul avec Kir6.2, le domaine TMD0 de SUR est 
capable de s’associer avec le canal et de modifier sa probabilité d’ouverture ainsi que sa 
sensibilité à l’ATP (Babenko et Bryan, 2003; Fang et al., 2006). De plus, une mutation 
localisée dans la boucle cytoplasmique CL2 de l’isoforme SUR1, changeant une 
phénylalanine en leucine (F132L), a été identifiée comme étant associée à une forme de 
diabète néonatal (Proks et al., 2006): la caractérisation électrophysiologique de ce mutant 
révèle une sensibilité décrue à l’inhibition par l’ATP (et au tolbutamide) permettant 
d’expliquer le défaut de sécrétion d’insuline et la pathologie. D’un point de vue mécanistique, 
l’hypothèse prévalent est que cette mutation entraînerait une perturbation de l’association 
entre le TMD0 de SUR1 et Kir6.2. D’autres mutations survenant dans le TMD0 de SUR1 
associées avec des cas d’hyperinsulinémie ont d’ailleurs été rapportées comme affectant 
l’association entre SUR et Kir6.2 et viennent renforcer cette hypothèse, comme c’est le cas 
des mutations A116P et V187D (Chan et al., 2003), ou encore le trafic du complexe à la 
membrane, comme c’est la cas pour les mutations G7R, N24K, F27S, R74W, et E128K (Yan 
et al., 2007). Enfin, le fait que la sensibilité au tolbutamide du canal soit également affectée 
par la mutation F132L soulève la possibilité que le domaine TMD0 participe aux mécanismes 
d’inhibition que cette sulphonylurée initie, et intervienne donc dans les voies de régulation 
négatives de Kir6.2. Ceci est également illustré par le fait que ce domaine module l’inhibition 
du canal par la rhodamine 123 de manière nucléotides-dépendante (Hosy et al., 2007).  
Ainsi, en plus de son rôle associatif, le domaine TMD0 pourrait donc également avoir une 
fonction régulatrice au sein du canal KATP et être notamment impliqué dans les processus 
d’inhibition.  
 
 3.2 Implication d’un domaine C-terminal de SUR2A dans les processus d’activation 
 
Le linker cytoplasmique reliant les domaines TMD2 et NBD2 de SUR2A contient un 
fragment de 65 résidus (acides aminés 1294 à 1358) décrit pour être en interaction avec 
Kir6.2 (Rainbow et al., 2004a; Rainbow et al., 2004b) mais dont le rôle dans la fonction du 
canal n’est pas connu. Au cours de cette étude, nous avons étudié à l’aide d’une stratégie 
chimérique l’implication potentielle de ce fragment dans les mécanismes moléculaires 
intervenant dans la régulation du canal KATP cardiaque. A l’intérieur de ce fragment, nous 
avons identifié trois résidus de SUR2A intimement impliqués dans l’activation des canaux 
KATP par les ouvreurs pharmacologiques (P1075, SR47063) et le MgADP: E1305, I1310 et 
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L1313. Ces trois résidus pourraient faire partie d’une voie de transduction couplant 
fonctionnellement les sous-unités SUR2A et Kir6.2 via le linker cytoplasmique reliant l’hélice 
transmembranaire 17 au domaine NBD2. 
 
  3.2.1 Les résidus E1305, I1310 et L1313 jouent un rôle critique dans  
  l’association SUR2A-Kir6.2 
 
Le rôle critique des résidus E1305, I1310 et L1313 a été découvert en appliquant une 
stratégie chimérique visant à étudier le rôle du linker TMD2-NBD2 dans l’expression et la 
régulation des canaux Kir6.2/SUR2A. La construction de chimères incorporant 
progressivement des fragments de plus en plus courts de ce linker de MRP1 dans SUR2A a 
mis en évidence que le remplacement de ces trois résidus est associé à une perte d’expression 
des canaux. Ce défaut d’expression va dans le sens des observations faites par Rainbow et al. 
(2004a, 2004b), où la co-expression du fragment entier avec SUR2A et Kir6.2 prévient 
l’association des deux sous-unités, et plaide en faveur de la localisation de ces résidus dans 
une région critique à l’interface avec Kir6.2. Néanmoins, nous avons observé que ce défaut 
d’expression pouvait être modulé en fonction de la nature des acides aminés introduits en 
remplacement de ces résidus. En effet, leur mutation en alanines a des conséquences moins 
drastiques sur le niveau d’expression que leur remplacement par les résidus correspondant 
chez MRP1 (V1290, F1295 et Y1298), comme en témoignent les amplitudes des courants 
enregistrés pour les canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Il est intéressant de noter que le même 
type d’observations a déjà été rapporté pour une mutation dans l’isoforme SUR1 au niveau du 
résidu L1350, correspondant dans SUR2A au résidu L1313. La mutation L1350Q dans SUR1, 
entraînant une diminution de l’expression à la membrane plasmique des canaux, est retrouvée 
chez des patients souffrant d’hyperinsulinémie congénitale et semble provoquer la pathologie 
en prévenant l’expression de surface des canaux KATP dans les cellules β du pancréas (Yan et 
al., 2007). Ces résultats montrent que les résidus E1305, I1310 et L1313 ne sont pas 
absolument essentiels pour l’association physique entre SUR2A et Kir6.2, puisque leur 
mutation en alanines n’altère que partiellement l’expression des canaux à la membrane 
plasmique, mais ils suggèrent néanmoins que ces résidus sont susceptibles d’être localisés à 
l’interface entre les deux sous-unités. Cependant, l’absence de données structurales sur le 




  3.2.2 La partie C-terminale proximale de SUR2A est impliquée dans les  
  processus d’activation couplant la fixation de ligands à SUR2A aux 
  modifications des propriétés d’ouverture de Kir6.2 
 
Toutes les régions de SUR décrites pour être en interaction avec Kir6.2 représentent des 
voies de transduction potentielles à étudier, comme le montre la récente description de 
l’implication du domaine TMD0/L0 dans le contrôle du gating de Kir6.2 (Fang et al., 2006). 
Nous avons donc cherché à savoir si les trois résidus identifiés sont impliqués dans les 
mécanismes moléculaires de régulation du canal.  
La caractérisation des canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) montre des réponses fortement 
altérées à un certain nombre d’activateurs des canaux KATP comparativement aux canaux 
sauvages: activateurs pharmacologiques, comme le P1075 et le SR47063, ainsi qu’activateur 
physiologique comme le MgADP. Néanmoins, les expériences réalisées étant purement 
fonctionnelles, il est difficile d’affirmer si les déterminants identifiés interviennent au niveau 
de la fixation des ligands ou plutôt dans l’étape de transduction suivant cette fixation et 
permettant l’activation des canaux. La première hypothèse n’est pas improbable puisque les 
résidus E1305, I1310 et L1313 sont localisés à proximité des sites de liaison respectifs des 
ouvreurs pharmacologiques et de l’ADP, situés respectivement au niveau de l’hélice 17 
(Moreau et al., 2000) et du NBD2 (Matsuo et al., 2005). Dans le cas des ouvreurs 
synthétiques, cette hypothèse est néanmoins invalidée par la preuve expérimentale que les 
affinités apparentes pour le P1075 et le SR47063 ne sont pas modifiées suite aux mutations. 
Dans le cas de l’ADP, l’activation étant totalement abolie chez le mutant SUR2A(EIL/AAA), 
il n’est pas possible de comparer les affinités respectives des canaux sauvages et mutants. Il 
est donc concevable que le défaut d’activation par l’ADP puisse résulter d’un défaut de 
fixation au niveau du NBD2. Néanmoins, le fait que les ouvreurs pharmacologiques et l’ADP 
soient affectés simultanément, bien qu’ils aient des sites de fixation à SUR2A distincts, plaide 
en faveur de la perturbation d’un seul et même mécanisme en aval de la fixation des ligands 
dans les processus d’activation. De ce fait, il semble que l’interprétation la plus appropriée de 
ces résultats soit que les résidus E1305, I1310 et L1313 participent aux mécanismes 
moléculaires de transduction du signal couplant la fixation de ligand à SUR2A et l’activation 
de Kir6.2. 
On peut remarquer que contrairement à la chimère S7M, totalement insensible aux 
ouvreurs, la triple mutation n’entraîne pas l’abolition complète des réponses au P1075 et au 
SR47063, suggérant que d’autres déterminants encore non identifiés sont présents dans la 
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zone étudiée. Cependant, les activations résiduelles observées sont très faibles, ce qui permet 
de penser que ces déterminants sont d’une importance minime par rapport aux résidus E1305, 
I1310 et L1313. De plus, la réintroduction des trois résidus sauvages dans la chimère 
déficiente S7M suffit à restaurer le phénotype sauvage d’activation par les ouvreurs 
pharmacologiques et le MgADP. Bien que nous soyons conscients des risques que comporte 
la sur-interprétation de résultats de mutagenèse, la combinaison d’expériences montrant à la 
fois une perte de fonction des canaux Kir6.2/SUR2A et un gain de fonction des canaux 
Kir6.2/S7M constitue un ensemble solide d’indications impliquant un rôle des résidus E1305, 
I1310 et L1313 dans les processus d’activation du canal KATP dépendant des ouvreurs 
pharmacologiques et du MgADP. 
 
  3.2.3 Les processus d’inhibition et d’activation des canaux KATP reposent sur 
  des voies de transduction différentes    
 
Les processus d’activation et d’inhibition des canaux KATP sont encore méconnus. Il est 
notamment difficile de dire si ces processus relèvent d’une seule et même voie de 
transduction entre SUR2A et Kir6.2, ou s’ils reposent sur des mécanismes distincts. Un 
segment de SUR2A riche en aspartate et glutamate, localisé après le domaine NBD1 (résidus 
948 à 962), a récemment été décrit pour être critique à la fois pour les processus d’activation 
(MgADP, ouvreurs pharmacologiques) et d’inhibition (glibenclamide) du canal (Karger et al., 
2008). Ce segment pourrait faire partie d’une voie commune de transduction en association 
avec le domaine TMD0 et/ou le segment C-terminal étudié dans ce travail, dont on sait qu’ils 
sont tous deux en interaction physique avec Kir6.2. Néanmoins, il est intéressant de noter que 
dans notre cas, la mutation d’un segment C-terminal de SUR2A entraîne l’altération de 
l’activation mais pas de l’inhibition des canaux KATP cardiaques. En effet, contrairement aux 
activateurs (MgADP, ouvreurs pharmacologiques), l’inhibition par l’ATP et le glibenclamide 
ne sont pas affectées par nos mutations. Cette observation invalide l’hypothèse d’une voie de 
transduction unique et argue en faveur de l’existence de plusieurs voies de transduction 
couplant fonctionnellement SUR2A et Kir6.2. Il est ainsi possible d’imaginer que les 
processus d’activation du canal reposent sur une voie de transduction empruntant le linker 
reliant les domaines TMD2 et NBD2, et qu’une voie différente dépendant du domaine TMD0 



















Figure 77 : Représentation schématique de la voie de transduction empruntée lors de 
l’activation par les ouvreurs pharmacologiques et l’ADP. La fixation des KCO au niveau de 
l’hélice 17 ou d’ADP au niveau du domaine NBD2 entraîne l’activation de Kir6.2 par une 
voie reliant la partie C-terminale cytoplasmique de SUR2A aux parties cytoplasmiques de 
Kir6.2. 
 
Seul un panel représentatif d’effecteurs des canaux KATP a été testé au cours de cette étude, 
et il n’est pas exclu que d’autres mécanismes de régulation empruntent des voies de 
transduction encore inconnues. Néanmoins, ces résultats suggèrent qu’au sein du canal KATP, 
la partie C-terminale proximale de SUR2A est un lien critique entre la fixation de ligands à 













Création de biocapteurs électriques 
 
par assemblage du canal potassique 
 






1. Position du problème 
 
Le développement de biocapteurs électriques intégrés sur puces électroniques représente 
un outil prometteur à la fois pour le diagnostique médical et le criblage à haut débit de 
molécules d’intérêt pharmacologique. En effet, la détection de signaux électriques permet de 
s’affranchir des systèmes de détection à base de réactifs marqués, de faire des mesures en 
temps réel et avec un rapport signal/bruit élevé, et d’intégrer le tout dans des systèmes 
microélectroniques. Néanmoins, le développement de tels outils suppose de parvenir à coupler 
un système de détection électrique avec l’élément récepteur fixant le composé à détecter.   
Les canaux KATP constituent un modèle naturel parfait de récepteur (SUR) couplé à un 
système de détection électrique (canal potassique Kir6.x): la fixation de ligands à SUR 
module les propriétés d’ouverture de Kir6.x et entraîne la modulation de flux ioniques 
directement mesurables électriquement. Nous inspirant de ce modèle, nous avons essayé de 
créer des récepteurs couplés à un canal ionique artificiels, ou ICCR (Ion Channel Coupled 
Receptor), en remplaçant SUR par des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), postulant 
que l’application des ligands spécifiques de ces récepteurs pourrait générer des changements 
de conformation entraînant des modulations de l’activité de Kir6.x détectables électriquement. 
 
Figure 78 : Schéma du 




L’application du ligand 
du GPCR entraîne 
l’activation de Kir6.x, 
détectée électriquement. 
   
Les GPCR sont des cibles pharmaceutiques majeures, cibles de 30 % des médicaments 
présents sur le marché mondial, et le développement de tels biocapteurs fournirait un premier 
outil unique pour le criblage de drogues ciblant ces récepteurs ou la détection de ligands 
spécifiques dans des échantillons biologiques, raison pour lesquelles ceux-ci ont été retenus 





Nous avons tout d’abord tenté de créer une première génération d’ICCR en couplant 
mécaniquement le récepteur muscarinique humain M2 avec le canal potassique rectifiant 
entrant Kir6.2. 
 
2.1 Génération de biocapteurs hM2-Kir6.2 
 
  2.1.1 Construction et expression de fusions hM2-Kir6.2 
 
S’il est bien connu que certains GPCR régulent l’activité de canaux, dont les canaux KATP, 
Kir6.2 et le récepteur hM2 ne présentent pas de liens physiologiques et ne s’associent pas 
spontanément. De manière à forcer cette association et à permettre leur couplage fonctionnel, 
différentes fusions ont été créées par biologie moléculaire en reliant le C-ter cytoplasmique de 
hM2 avec le N-ter de Kir6.2 soit à l’aide d’une extension de six glycines reliant les deux 
parties (constructions M2-K et M2-K∆), soit en créant des délétions dans les parties C-ter de 
hM2 et N-ter de Kir6.2 de manière à favoriser leur couplage (Figure 79).  
Dans la construction M2-K∆, les trente-six résidus C-ter de Kir6.2 ont été supprimés de 
manière à ôter le signal RKR de rétention dans le réticulum habituellement masqué par SUR. 
Néanmoins, l’enregistrement des courants en microélectrode après expression dans l’ovocyte 
de Xénope révèle que les constructions M2-K et M2-K∆ présentent des niveaux d’expression 
comparables, suggérant que les signaux de rétention sont masqués par M2. Toutes les 
constructions suivantes ont donc été créées à partir de Kir6.2 intact. Les délétions dans le N-
ter de Kir6.2 ont été limitées à trente résidus, taille au-dessus de laquelle les canaux ne sont 
plus fonctionnels du fait d’une disruption possible des contacts entre N-ter et C-ter de Kir6.2. 
Comme observé sur la Figure 79, ces délétions n’affectent ni le niveau d’expression ni la 
sensibilité à l’ATP de Kir6.2. A l’inverse, il s’avère que plus les délétions du C-ter de hM2 




Figure 79 : Construction et caractérisation des fusions hM2-Kir6.2. (A) Séquences des 
régions reliant le C-ter de hM2 et le N-ter de Kir6.2 pour les différentes constructions mises 
en œuvre. Celles-ci sont notées M2-K x-y, x correspondant au nombre de résidus délétés dans 
le C-ter de hM2 et y au nombre de résidus délétés dans le N-ter de Kir6.2. L’hélice α VIII de 
hM2 et le premier feuillet β de Kir6.2 indiqués en rouges sont prédits à partir des structures 
respectives du récepteur β2 adrénergique et de Kir3.1 (B) Courant basal dans la première 
minute d’enregistrement en microélectrode sur ovocytes exprimant les constructions 
indiquées. K∆ désigne Kir6.2 tronqué de ses 36 derniers résidus. Les différences 
significatives avec des ovocytes non injectés (non-injected) sont indiquées par les astérisques 
* (P<0,025) et ** (P<0,0001). (C) Courbes dose-réponse à l’ATP pour les différentes 
constructions. Les courants, mesurés en patch-clamp en configuration inside-out, sont 
normalisés par rapport au courant mesuré en absence d’ATP. Le fitting des données utilisant 
l’équation (2) donne des coefficients de Hill h allant de 0,95 à 1,08, et les K1/2 sont donnés 
entre parenthèses. 
 
  2.1.2 Caractérisation fonctionnelle des ICCR hM2-Kir6.2 
 
Nous avons ensuite cherché à savoir si le récepteur hM2 fusionné à Kir6.2 était capable de 
moduler l’activité du canal en appliquant sur ces différentes constructions de l’acétylcholine 
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(Ach), agoniste naturel de hM2. Suivant les ICCR, l’application d’acétylcholine entraîne des 
réponses de Kir6.2 variables (Figure 80): elle inhibe légèrement les courants obtenus en 
coexprimant séparément hM2 et K∆, mais provoque l’activation des fusions. En outre, jusqu’à 
25 résidus, plus les délétions dans le N-ter de Kir6.2 sont importantes et plus l’activation par 
l’Ach est élevée. Au-delà de 25 résidus, les délétions dans le N-ter de Kir6.2 entraînent la 




Figure 80 : Caractérisation fonctionnelle des ICCR hM2-Kir6.2. (A) Changements d’activité 
des fusions induits par l’application de 5 µM Ach. Les différences significatives de 0 sont 
indiquées par les astérisques * (P<0,01) et ** (P<0,0005). (B) Exemples d’enregistrements 
représentatifs en microélectrode illustrant les réponses des fusions M2-K 0-25 et M2-K 0-30.  
 
Des délétions progressives dans le C-ter de hM2 n’apportent pas d’amélioration: la 
construction M2-K 5-20 présente le même phénotype que M2-K 0-20, et il en est de même 
pour la construction M2-K 10-20 et la coexpression M2 + K∆.  
A titre de contrôle, l’intégrité fonctionnelle du récepteur M2 au sein de ces constructions a 
été testée en utilisant leur capacité naturelle à activer, via les protéines Gβγ associées, les 
canaux potassiques rectifiant entrant Kir3.4 S143T (Kir3.4 ST). L’application d’Ach sur des 
ovocytes coexprimant les ICCR hM2-Kir6.2 non activables et Kir3.4 ST entraîne une 
augmentation des courants potassiques synonyme d’activation des canaux Kir3.4 ST (Figure 
81). De ce fait, les récepteurs hM2 fusionnés à Kir6.2 sont toujours capables de signalisation 
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via les protéines G, et hM2 comme Kir6.2 sont fonctionnels au sein des fusions. Le seul 
impact des délétions opérées se situe donc au niveau de l’efficacité du couplage, modulant 
l’efficacité avec laquelle les changements de conformation de hM2 induits par la fixation de 
son agoniste sont transmis à Kir6.2 pour permettre son activation, et la configuration optimale 
semble être la fusion avec délétion des 25 premiers résidus de Kir6.2. 
 
 
Figure 81 : Le récepteur hM2 reste fonctionnel au sein des fusions hM2-Kir6.2. (A) Schéma 
représentant une fusion inactive (M2-K ou M2-K 0-30): l’application d’Ach ne permet pas 
l’activation de Kir6.2. (B) Même schéma, mais où les fusions sont coexprimées avec Kir3.4 
ST. Si hM2 est toujours fonctionnel, l’application d’Ach devrait permettre l’activation de 
Kir3.4 ST via les protéines Gβγ associées au récepteur. (C) Exemples d’enregistrements 
représentatifs en microélectrode illustrant les réponses des fusions M2-K et M2-K 0-30, et des 
leurs coexpressions respectives avec Kir3.4 ST. (D) Changements d’activité des fusions 
induits par l’application de 5 µM Ach, en présence et en absence de Kir3.4 ST. Les résultats 
obtenus en présence de Kir3.4 ST sont significativement différents de ceux obtenus en son 




L’affinité des fusions hM2-Kir6.2 pour le carbachol (Cch), autre agoniste stable de hM2, a 
également été étudiée. Celui-ci active les fusions de manière dose-dépendante, avec des K1/2 
de l’ordre du micromolaire (Figure 82), et confirme la fonctionnalité des ICCR hM2-Kir6.2. 
 
 
Figure 82 : Courbes dose-réponse au 
carbachol (Cch) pour les différentes 
constructions. Les courants, mesurés 
en microélectrode, sont traduits en 
pourcentage de changement d’activité 
induit par l’application de Cch. Le 
fitting des données est réalisé en 
utilisant l’équation (1) avec un 
coefficient de Hill h égal à 1. Les K1/2 
sont donnés entre parenthèses. 
 
Nous avons ensuite évalué la capacité d’un antagoniste de hM2, l’atropine, à contrer 
l’action de l’Ach sur les fusions: l’application de cet antagoniste provoque la réversion de 
l’activation par l’Ach des fusions M2-K 0-20 et M2-K 0-25 (Figure 83). 
De ce fait, le système est bien spécifique et fonctionnellement intègre, et on dispose d’une 
première génération d’ICCR hM2-Kir6.2 où Kir6.2 constitue une sonde électrique fiable de 





Figure 83 : Effet de l’atropine sur les fusions hM2-Kir6.2. (A) Exemples d’enregistrements 
représentatifs en microélectrode illustrant les réponses à 1 µM atropine de la coexpression 
M2 + K∆ (contrôle négatif) et des fusions M2-K 0-20 et M2-K 0-25. (B) Changements de 
quantité de courant des fusions en présence 5 µM Ach avant (bleu), pendant (rouge) et après 
l’application de 1 µM atropine. Les cas où les valeurs en présence d’atropine sont 
significativement inférieures à celles en absence d’atropine sont indiqués par des astérisques 
(P<0,001). 
 
  2.1.3 Contrôle du caractère direct du couplage fonctionnel 
 
Sachant que le récepteur hM2 est fonctionnel au sein des fusions hM2-Kir6.2, la question se 
pose de savoir si la régulation qu’il exerce sur l’activité de Kir6.2 intervient de manière 
directe, par transmission d’un changement de conformation du récepteur, ou de manière 
indirecte, via l’activation des protéines Gαi/o auxquelles hM2 est physiologiquement couplé. 
En effet, Kir6.2 peut être faiblement activé par des phosphorylations par les kinases PKA et 
PKC activées par des voies de signalisation dépendantes des protéines G. De manière à 
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estimer la contribution respective d’un éventuel couplage indirect via les protéines G, nous 
avons reproduit le même type d’expériences en utilisant le domaine catalytique de la toxine 
pertussique PTX-S1, connu pour inactiver les protéines Gαi/o. Ainsi, les fusions M2-K 0-20 et 
M2-K 0-25 coexprimées avec PTX-S1 ont été testées pour leur capacité à être activés par 
l’Ach, et l’activation hM2-dépendante via Gβγ des canaux Kir3.4 ST a été utilisée comme 
contrôle. Les résultats obtenus montrent que si l’expression de PTX inhibe bien l’activation 
par l’Ach de Kir3.4 ST, elle n’a en revanche pas d’influence significative sur l’activation des 
constructions M2-K 0-20 et M2-K 0-25, même si on observe une légère réduction de cette 
activation potentiellement due à une inhibition des processus de phosphorylation de Kir6.2 
protéine G-dépendant (Figure 84). De ce fait, l’activation des fusions se fait bien selon un 
mécanisme de couplage direct GPCR-Kir6.2 et ne fait pas intervenir les protéines Gαi/o 
associées au récepteur. Une autre preuve du caractère direct du couplage repose sur le fait que 
les ICCR non activables par l’Ach sont toujours capables d’activer Kir3.4 ST via les protéines 
Gβγ, mais que ces protéines G activées n’ont aucun effet sur Kir6.2 quand les ICCR sont 
exprimés seuls. 
 
De manière à en apporter la preuve définitive et à montrer que ces fusions sont 
fonctionnelles en milieu acellulaire, les constructions ont été caractérisées en patch-clamp en 
configurations excisées « inside-out » et « outside-out » permettant de s’affranchir de la 
machinerie cellulaire et d’étudier les propriétés des ICCR isolément. L’application d’Ach sur 
la face extracellulaire de la membrane en configuration « outside-out » montre une activation 
spécifique et réversible de la fusion M2-K 0-25, à la fois en présence et en absence de PTX. 
De plus, comme en microélectrode, cette activation est dose-dépendante (K1/2 de l’ordre du 
micromolaire) et réversée par l’application d’atropine (Figure 84). Les protéines G 
n’interviennent donc pas dans l’activation des fusions par l’Ach et le couplage observé est 





Figure 84 : Le couplage fonctionnel entre hM2 et Kir6.2 au sein des fusions est direct. (A) 
Enregistrements représentatifs en microélectrode illustrant les réponses à 5 µM Ach de la 
coexpression M2 + Kir3.4 ST et de la fusion M2-K 0-25, en absence et en présence de PTX. 
(B) Changements de quantité de courant en microélectrode sur ovocytes coexprimant M2 + 
Kir3.4 ST ou exprimant les fusions M2-K 0-20 ou M2-K 0-25 après application de 5 µM Ach, 
en absence (bleu) ou présence (magenta) de PTX. L’effet antagoniste de PTX est significatif 
pour M2 + Kir3.4 ST (*P<0,0005) mais pas pour les fusions M2-K (**P>0,2). (C) 
Enregistrements représentatifs en patch-clamp en configuration outside-out illustrant les 
réponses à l’Ach de K∆ et de la fusion M2-K 0-25 en présence et en absence de PTX. (D) 
Courbe dose-réponse à l’Ach pour la fusion M2-K 0-25 coexprimée avec PTX. Les courants, 
mesurés en configuration outside-out, sont traduits en pourcentage de changement d’activité 
induit par l’application d’Ach. Le fitting des données est réalisé en utilisant l’équation (1), 
avec un coefficient de Hill h égal à 1, et donne un K1/2 de 0,65 µM. (E)  Changements de 
quantité de courant de la fusion M2-K 0-25 coexprimée avec PTX en présence 5 µM Ach 
avant (bleu) et pendant (rouge) l’application de 1 µM atropine. Les valeurs représentent la 






 2.2 Génération de biocapteurs hD2-Kir6.2 
 
Etant parvenus à générer une première génération d’ICCR fonctionnels à partir du 
récepteur muscarinique M2 et de Kir6.2, nous avons ensuite essayé d’étendre ce concept en 
réalisant un deuxième biocapteur basé sur un autre GPCR, le récepteur dopaminergique 
humain hD2. Notre choix s’est porté sur ce récepteur car il possède un domaine C-ter court 
homologue à celui de hM2 (plus long de neuf résidus). Une première fusion notée D2-K 0-25 a 
été créée, composée du récepteur D2 entier fusionné à Kir6.2 amputé de ses 25 premiers 
résidus N-ter, en se basant sur la taille de linker optimale déterminée pour les fusions M2-
Kir6.2. Cette construction s’est révélée sensible à la dopamine mais pas à l’Ach, 
contrairement à la fusion M2-K 0-25 qui est elle sensible à l’Ach mais pas la dopamine 
(Figure 85). Néanmoins, de manière surprenante, l’application de dopamine sur cette fusion 
entraîne non pas une activation, mais une inhibition réversible et dose-dépendante (K1/2 = 17 
nM). Cette inhibition est également reproductible en utilisant un autre agoniste stable des 
récepteurs dopaminergiques, le quinpirole, et peut être contrée par l’application de sulpiride, 
antagoniste des récepteurs dopaminergiques. 
Comme M2 pour les ICCR M2-Kir6.2, le récepteur D2 au sein de la fusion D2-K 0-25 
s’avère fonctionnel et capable d’activer les voies de signalisation des protéines G qui lui sont 
associées: en effet, lorsqu’il est coexprimé avec Kir3.4 ST, l’application de dopamine entraîne 
l’activation de ces canaux. La construction D2-K 0-25 représente donc un deuxième exemple 
de fusion GPCR-Kir6.2 où l’application d’agonistes et d’antagonistes spécifiques du récepteur 
entraîne de manière directe et spécifique des modifications de l’activité du canal, validant le 
concept de biocapteurs basés sur des GPCR.  
Il est intéressant de noter que bien que les récepteurs M2 et D2 soient couplés aux mêmes 
protéines G (Gαi/o), le récepteur M2 activé provoque l’activation de Kir6.2 tandis que le 
récepteur D2 activé entraîne l’inhibition du canal, impliquant qu’il existe des différences 
mécanistiques insoupçonnées dans les changements conformationnels de ces deux récepteurs 
après fixation de leurs agonistes respectifs. Kir6.2 et les GPCR ne communiquant pas 
lorsqu’ils sont coexprimés isolément, il est probable que le mécanisme de régulation des 
facultés d’ouverture de Kir6.2 par ces récepteurs observé pour les fusions repose sur le lien 
physique créé artificiellement entre les deux protéines. De plus, l’observation faite que 
l’activité des ICCR dépend de la taille du linker reliant les deux protéines conforte 
l’hypothèse selon laquelle la transduction du signal, couplant la fixation de ligand sur le 
























































































Figure 85 : Génération de biocapteurs hD2-Kir6.2. (A) Enregistrements représentatifs en 
microélectrode illustrant les réponses à 5 µM Ach et 5 µM dopamine (Dopa) des fusions M2-
K 0-25 et D2-K 0-25. (B) Enregistrement représentatif en microélectrode illustrant les 
réponses à 5 µM quinpirole (Quin) et 5 µM sulpiride de la fusion D2-K 0-25. (C) Schémas 
représentant respectivement les configurations où la fusion D2-K 0-25 est exprimée seule 
(l’application de dopamine inhibe Kir6.2) et où elle est coexprimée avec le canal Kir3.4 ST 
(l’application de dopamine inhibe Kir6.2, mais entraîne l’activation de Kir3.4 ST via les 
protéines Gβγ associées au récepteur hD2). (D) Enregistrements représentatifs en 
microélectrode illustrant les réponses à 5 µM dopamine (Dopa) de la fusion D2-K 0-25 en 
absence et en présence des canaux Kir3.4 ST. (E) Changements de quantité de courant en 
microélectrode après application de 5 µM dopamine. Les valeurs pour D2-K 0-25 et D2-K 0-










 3.1 Les ICCR, un nouveau type de biocapteur électrique moléculaire 
 
L’essor du criblage haut-débit de molécules pharmacologiques et le développement de 
systèmes de diagnostic intégrés au chevet du patient impliquent une miniaturisation des 
systèmes de détection d’échantillons biologiques, appelant à un affranchissement des 
systèmes cellulaires ainsi que des techniques basées sur la fluorescence ou la radioactivité 
classiquement employés. Le développement de capteurs électriques à l’échelle moléculaire 
pourrait permettre de s’affranchir de ces contraintes et d’intégrer sur puce électronique des 
détecteurs miniatures capables de convertir la fixation de ligands en signal électrique 
mesurable et quantifiable. Dans cette optique, nous avons essayé de développer un nouveau 
type de biocapteur, s’inspirant du modèle du canal KATP, basé sur le couplage fonctionnel 
entre un récepteur membranaire et un canal ionique. Ces Ion Channel Coupled Receptors, ou 
ICCR, représenteraient une alternative intéressante aux technologies actuelles: la fixation d’un 
ligand spécifique sur le récepteur entraînerait l’activation du canal et l’apparition de flux 
ioniques mesurables électriquement en temps réel via une interface électronique. 
Les résultats présentés ici démontrent qu’il est possible de développer, par des méthodes 
d’ingénierie protéique simples, un système couplé où l’activité d’un canal ionique peut être 
directement régulée par la liaison de ligands à un GPCR. Deux prototypes d’ICCR ont été 
développés, impliquant les récepteurs hM2 et hD2. Couplé physiquement de manière 
artificielle à ces récepteurs au sein des fusions hM2-Kir6.2 et hD2-Kir6.2, Kir6.2 joue le rôle 
de rapporteur de la fixation de leurs ligands spécifiques. Ces biocapteurs génèrent un signal 
électrique spécifique, réversible et d’intensité proportionnelle aux concentrations de ligands 
appliquées in vivo ou en conditions acellulaires. Ce sont donc des systèmes de détection 
sensibles et spécifiques, permettant de suivre en temps réel les interactions ligand-récepteur. 
 
Six critères sont considérés comme déterminants pour le développement de systèmes de 
détection miniaturisés impliquant des GPCR (Milligan et Rees, 1999; Leifert et al., 2005): 
 
- pas d’affectation de la pharmacologie des GPCR par des modifications moléculaires 
- coût de développement des sondes et de revient des réactifs faibles 
- prédisposition à l’intégration dans des systèmes automatisés 
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- prédisposition à la miniaturisation 
- robustesse statistique (rapport signal/bruit élevé, Z-factor) 
- pas d’emploi de radioactivité 
 
Nos observations démontrent qu’au sein des ICCR hM2-Kir6.2 et hD2-Kir6.2, les 
propriétés de signalisation des récepteurs ne sont pas affectées, ceux-ci étant capables 
d’activer les canaux Kir3.4 ST via les protéines Gαi/o. De plus, ceux-ci répondent toujours à la 
fois à leurs agonistes et antagonistes respectifs et ne présentent pas d’altérations de leurs 
propriétés pharmacologiques. Leur fonctionnement ne nécessite pas de réactifs coûteux (seule 
la présence d’ions K+ est nécessaire) ni l’emploi de la radioactivité, et leur sensibilité est 
maximale: l’activité d’un canal unique étant mesurable, ces biocapteurs peuvent être réduits à 
une seule molécule. Enfin, ce type de capteur moléculaire est tout à fait adapté à la 
miniaturisation, ainsi qu’à l’intégration dans des systèmes de détection électroniques 
automatisés: ce type d’approche nécessite néanmoins le développement de méthodes de 
production, purification, et insertion des fusions protéiques dans des bicouches artificielles de 
manière à procéder à leur incorporation sur puce électronique, ces aspects techniques étant 
pris en charge par nos partenaires au sein du projet européen Receptronics. 
Il est possible d’imaginer, à partir de ce modèle, la création de banques de GPCR couplés à 
un canal ionique, intégrables au choix dans des lignées cellulaires ou directement dans des 
nanopores comportant des bicouches lipidiques et ouvrant la porte à des applications 
multiples dans les domaines du diagnostique, du criblage de drogues, ou des systèmes de 
détection en temps réel. Les ICCR pourraient ainsi proposer une alternative intéressante aux 
techniques de criblage haut-débit actuelles basées essentiellement sur des technologies faisant 
appel à la fluorescence et la résonance plasmonique de surface. 
 
 3.2 ICCR hM2-Kir6.2 et hD2-Kir6.2: implications mécanistiques 
 
A ce stade, et malgré les résultats très encourageants obtenus avec les ICCR hM2-Kir6.2 et 
hD2-Kir6.2, nous ne sommes pas encore en mesure de proposer une description mécanistique 
du mode de fonctionnement des fusions GPCR-Kir6.2. Néanmoins, plusieurs constatations 
permettent d’ores et déjà d’affirmer que le couplage entre les deux sous-unités est direct: (i) 
Kir6.2 et les GPCR ne communiquent que lorsqu’ils sont fusionnés, (ii) cette communication 
est indépendante des protéines G hétérotrimériques, et (iii) la fonctionnalité des ICCR dépend 
de la taille du linker reliant les deux protéines. La transduction du signal, couplant la fixation 
 Résultats 
190 
de ligand sur le GPCR à l’ouverture ou la fermeture du canal, semble donc s’opérer de façon 
purement mécanique, les changements de conformation du récepteur activé étant transmis à 
Kir6.2 par le biais du lien physique créé entre les deux protéines.  
En marge de ces traits communs, il est intéressant de noter que les ICCR hM2-Kir6.2 et 
hD2-Kir6.2 présentent des divergences. Bien que les récepteurs hM2 et hD2 soient 
physiologiquement couplés aux mêmes protéines Gαi/o, ceux-ci entraînent des modulations 
différentes de l’activité de Kir6.2 au sein des fusions: la fixation d’agoniste sur hM2 provoque 
l’activation de Kir6.2 tandis que la fixation d’agoniste sur hD2 entraîne l’inhibition du canal. 
Ce résultat confirme encore une fois l’indépendance vis-à-vis des protéines G et le caractère 
direct du couplage, mais indique également qu’il existe des différences mécanistiques 
insoupçonnées entre ces deux récepteurs après fixation de leurs agonistes respectifs. Deux 
hypothèses permettraient d’expliquer cette observation: soit les deux récepteurs sont sujets à 
des changements de conformation différents suite à la fixation de leurs agonistes, soit ces 
changements sont identiques mais sont transmis de manière différente à Kir6.2. Une 
explication possible réside peut-être dans les divergences de tailles et/ou de structuration entre 
les extrémités C-terminales de hM2 et hD2. En effet, le C-ter de hM2 est plus long de neuf 
résidus. Sachant que les deux récepteurs sont liés au N-ter de Kir6.2 par cette extrémité 
cytoplasmique, il est tout à fait concevable qu’une telle différence modifie les modalités de 
transmission du changement conformationnel du récepteur vers Kir6.2. 
Quoi qu’il en soit, la détermination du mécanisme de couplage des fusions demande des 
études supplémentaires et nécessitera l’obtention de données structurales via la modélisation 
in silico des ICCR. Afin de généraliser ce type d’approche et de valider définitivement le 
concept et les techniques employées, il sera également nécessaire de construire de nouveaux 
biocapteurs impliquant d’autres GPCR: dans cette optique, une troisième génération de 

















Les canaux KATP présentent la propriété unique d’être les produits de l’association 
physique et fonctionnelle d’un récepteur membranaire, SUR, et d’un canal ionique, Kir6.2: la 
fixation de ligands à SUR entraîne des changements conformationnels du récepteur transmis 
au canal et modifiant ses propriétés d’ouverture. En ce sens, ces canaux constituent un 
exemple de biocapteur naturel où Kir6.2 rapporte électriquement la fixation de ligands à SUR. 
Les travaux présentés dans cette étude avaient pour but d’identifier les déterminants 
moléculaires de SUR impliqués dans le couplage fonctionnel à Kir6.2, et d’utiliser cette 
connaissance du modèle du canal KATP pour essayer de créer des systèmes couplés artificiels 
où d’autres récepteurs seraient associés physiquement et fonctionnellement au canal. 
La première partie de ce travail a été consacrée à l’étude du couplage fonctionnel qui 
s’opère entre les deux sous unités composant le canal KATP. Les résultats présentés apportent 
des précisions quant aux rôles respectifs de deux domaines du récepteur des sulphonylurées 
dans les interactions entre SUR et Kir6.2: le domaine N-terminal TMD0, essentiel à 
l’association avec Kir6.2 mais dont le rôle dans le couplage fonctionnel reste à préciser, et un 
domaine C-terminal cytoplasmique impliqué spécifiquement dans les mécanismes 
d’activation du canal. Si il ressort de ce travail que la régulation de l’ouverture de Kir6.2 par 
SUR semble en partie reposer sur des interactions entre domaines cytoplasmiques (du moins 
lors des processus d’activation), plusieurs interrogations majeures subsistent néanmoins. Quel 
est le rôle exact joué par le domaine TMD0 dans le couplage fonctionnel? Quels sont les 
déterminants de SUR impliqués dans le couplage à Kir6.2 lors des processus d’inhibition? 
Quels sont les domaines de Kir6.2 participant au couplage? Existe-t-il des spécificités propres 
à chaque isoforme de SUR, ou les mécanismes de couplage SUR-Kir6.2 sont-ils 
généralisables? Autant de questions nécessitant des études supplémentaires, et pour lesquelles 
l’utilisation de stratégies chimériques telles que celle exposée ici pourrait se révéler 
appropriée. Enfin, l’apport de données structurales à haute résolution serait d’une aide 
précieuse pour identifier les zones de contact SUR-Kir6.2 et préciser notre compréhension de 
ce système complexe. 
Dans un deuxième temps, nous avons étudié la possibilité de substituer SUR par des 
récepteurs couplés aux protéines G, afin de générer des complexes octamériques artificiels. 
Initialement, ce projet devait être basé sur les connaissances acquises au cours de l’étude 
menée sur le couplage fonctionnel entre SUR2A et Kir6.2 au sein du canal KATP. Dans les 
faits, et pour des raisons chronologiques, nous n’avons pas eu l’occasion d’utiliser 
directement ces résultats pour la création des biocapteurs présentés ici, pour lesquels nous 
avons développé avec succès une approche mimétique en couplant physiquement le C-ter des 
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GPCR hM2 et hD2 au N-ter de Kir6.2. Néanmoins, ces résultats pourraient être exploités dans 
le futur pour l’optimisation des premiers systèmes couplés présentés ici.  
Quoi qu’il en soit, nous sommes parvenus par cette approche mimétique à coupler 
fonctionnellement les récepteurs muscarinique hM2 et dopaminergique hD2 avec Kir6.2, 
obtenant ainsi deux prototypes d’un nouveau type de biocapteurs, les Ion Channel Coupled 
Receptors ou ICCR, où le canal ionique Kir6.2 rapporte électriquement en temps réel la 
présence de ligands fixés aux GPCR. Si les mécanismes exacts par lequel ce couplage 
artificiel procède restent pour l’heure indéterminés, nous savons néanmoins que celui-ci est 
direct et implique des changements de conformation des récepteurs transmis mécaniquement à 
Kir6.2. Des zones d’ombres restent cependant à éclaircir, notamment au regard des 
différences observées entre les réponses des fusions hM2-Kir6.2 et hD2-Kir6.2 à leurs 
agonistes respectifs: là où hM2-Kir6.2 est activée par l’acétylcholine, hD2-Kir6.2 est inhibée 
par la dopamine, suggérant l’existence de différences mécanistiques insoupçonnées entre les 
deux récepteurs qu’il sera nécessaire d’étudier. Là encore, l’apport de données structurales 
obtenues par modélisation in silico pourrait nous apporter des informations essentielles et 
faciliter notre compréhension du système. 
Ces résultats démontrent qu’il est possible de créer des biocapteurs électriques à l’échelle 
moléculaire en couplant artificiellement un récepteur à un canal ionique. Ceux-ci ouvrent la 
voie à de multiples applications: la détection de signaux électriques permettant de s’affranchir 
des systèmes à base de réactifs marqués, le développement de tels biocapteurs électriques 
intégrés dans des dispositifs électroniques représente un outil prometteur à la fois pour le 
diagnostique médical et le criblage à haut débit de molécules d’intérêt pharmacologique. 
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Three C-terminal residues from the sulphonylurea receptor
contribute to the functional coupling between the KATP
channel subunits SUR2A and Kir6.2
Julien P. Dupuis, Jean Revilloud, Christophe J. Moreau and Michel Vivaudou
Institut de Biologie Structurale, UMR5075 CEA-CNRS-University J. Fourier, 41, rue Jules Horowitz, 38027 Grenoble, France
Cardiac ATP-sensitive potassium (KATP) channels are metabolic sensors formed by the association
of the inward rectifier potassium channel Kir6.2 and the sulphonylurea receptor SUR2A.
SUR2A adjusts channel gating as a function of intracellular ATP and ADP and is the target of
pharmaceutical openers and blockers which, respectively, up- and down-regulate Kir6.2. In an
effort to understand how effector binding to SUR2A translates into Kir6.2 gating modulation, we
examined the role of a 65-residue SUR2A fragment linking transmembrane domain TMD2 and
nucleotide-binding domain NBD2 that has been shown to interact with Kir6.2. This fragment of
SUR2A was replaced by the equivalent residues of its close homologue, the multidrug resistance
protein MRP1. The chimeric construct was expressed in Xenopus oocytes and characterized
using the patch-clamp technique. We found that activation by MgADP and synthetic openers
was greatly attenuated although apparent affinities were unchanged. Further chimeragenetic
and mutagenetic studies showed that mutation of three residues, E1305, I1310 and L1313 (rat
numbering), was sufficient to confer this defective phenotype. The same mutations had no
effects on channel block by the sulphonylurea glibenclamide or by ATP, suggesting a role for
these residues in activatory – but not inhibitory – transduction processes. These results indicate
that, within the KATP channel complex, the proximal C-terminal of SUR2A is a critical link
between ligand binding to SUR2A and Kir6.2 up-regulation.
(Received 18 February 2008; accepted after revision 30 April 2008; first published online 1 May 2008)
Corresponding author M. Vivaudou: IBS/LPM, 41, rue Jules Horowitz, 38027 Grenoble, France.
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ATP-sensitive potassium channels (KATP) are
potassium-selective channels widely distributed among
most types of excitable cells, where their primary function
is to couple membrane excitability to intracellular
metabolic levels (Seino & Miki, 2003; Nichols, 2006)
by sensing the balance between cytoplasmic ATP, which
inhibits them, and MgADP which activates them (Tarasov
et al. 2004; Alekseev et al. 2005). This metabolic sensing
role is involved in major physiological processes: it plays a
role in the cascade linking insulin secretion to glycaemia
in the pancreatic β-cell, and participates in ischaemic
pre-conditioning and thereby cardio-protection during
heart failure (Ashcroft et al. 1984; Jahangir & Terzic, 2005;
Yamada et al. 2006). KATP channels possess an unusual
architecture made of two subunits: the inward-rectifier
potassium channel Kir6.2 (Inagaki et al. 1995) and the
sulphonylurea receptor SUR (Aguilar-Bryan et al. 1995)
J. P. Dupuis and J. Revilloud contributed equally to this work.
This paper has online supplemental material.
of the ATP-binding cassette (ABC) protein family. Four
Kir6.2 subunits assemble to form the K+-selective pore
of the channel, inhibited by nucleotides, and four SUR
subunits surround this pore and regulate its gating,
activating it in the presence of MgADP or KATP channel
openers and inhibiting it in the presence of sulphonylureas
(Clement et al. 1997; Moreau et al. 2005b). Stoichiometry
control is ensured by the presence on both Kir6.2 and SUR
of Arginine-based endoplasmic reticulum (ER) retention
signals, allowing only correctly assembled octameric
channels to reach the plasma membrane (Zerangue et al.
1999).
SUR has strong homologies with other members of
subfamily C of ABC proteins. SUR possesses the core
domain of ABC proteins (Fig. 1A), composed of two trans-
membrane domains TMD1 and TMD2 and two cyto-
plasmic nucleotide binding domains NBD1 and NBD2
(Moreau et al. 2005b). In addition, it has a supplementary
N-terminal transmembrane domain TMD0 composed of
five transmembrane helices which is linked to the core ABC
domain by a cytosolic loop L0. This domain is found in
C© 2008 The Authors. Journal compilation C© 2008 The Physiological Society DOI: 10.1113/jphysiol.2008.152744
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Figure 1. Three C-terminal cytoplasmic residues of SUR2A are essential for KATP channels proper
expression and activation by P1075
A, putative membrane topology of SUR2A (NBD, nucleotide binding domain; WA, Walker A motif; WB, Walker B
motif). The star indicates the region identified by Rainbow et al. (2004a) and mutated to obtain the S1M chimera. B,
schematic representation of the chimeras. SUR2A and MRP1 elements are drawn in grey and black, respectively. For
clarity, residues E1305, I1310 and L1313 are indicated by white stripes. C, maximal current amplitudes in absence
of nucleotides, and D, P1075 responses were measured in inside-out patches excised from oocytes co-expressing
Kir6.2 and wild-type or chimeric SURs or MRP1 as indicated. P1075 (100 μM) was applied in the presence of
100 μM ATP, and currents were normalized to the current measured in the absence of nucleotides immediately
before opener application. Application of 100 μM ATP alone (black bars) was used as a control. Numbers at right of
bars indicate the number of patches included in each average. E, alignment of the amino acid sequences of human
SUR1, rat SUR2A and human MRP1. Three residues (boxed) are conserved in SURs and not in MRP1: E1305, I1310
and L1313. These residues were replaced in SUR2A by alanines to generate chimera SUR2A(EIL/AAA) at bottom.
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other ABC proteins like the multidrug resistance protein
MRP1, where both TMD0 and L0 have been reported to
play a non-essential role in transport activity (Bakos et al.
1998, 2000; Westlake et al. 2003) trafficking (Westlake et al.
2005) and dimerization (Yang et al. 2007). For SUR, TMD0
is indispensable as it is involved in attachment to Kir6.2
(Babenko & Bryan, 2003; Chan et al. 2003). Other domains
of SUR have also been shown to interact with Kir6.2:
the transmembrane domains, which interact with Kir6.2
transmembrane helix M1 and N-terminus (Schwappach
et al. 2000), TMD2–NBD2 which co-immunoprecipitates
with Kir6.2 (Chan et al. 2003), and a cytoplasmic region
at the TMD2–NBD2 junction (Rainbow et al. 2004a).
If SUR/Kir6.2 physical interactions are well
documented, little information is available to date
on the mechanisms linking both subunits of the KATP
channel, and it remains unclear how nucleotide or
drug binding to SUR is converted into Kir6.2 gating
modulations. All SUR/Kir6.2 interacting regions identified
represent potential transduction pathways to be explored.
Solid evidence has already been provided that TMD0
domain and L0 exert a direct influence on Kir6.2 gating
(Babenko & Bryan, 2003; Chan et al. 2003; Fang et al.
2006). However, most of these works concluded that there
was a major role of TMD0 in the control of the Kir6.2 open
probability (Po) but none of them defined it as essential
in pharmacological responsiveness of the channel, except
for the report of a heterozygous mutation in cytoplasmic
loop 2, F132L, responsible for changes in ATP and
tolbutamide sensitivity (Proks et al. 2006). Regions other
than TMD0 could therefore be essential in transduction
processes. A potential candidate is the 65-residue segment
described by Rainbow et al. (2004a), located between the
last transmembrane helix 17 and NBD2. Indeed, it was
described to make a physical interaction with Kir6.2, and
co-expression of this fragment with wild-type SUR2A
and Kir6.2 prevented proper membrane expression of
the channels, suggesting a critical interface disruption
in this case (Rainbow et al. 2004a,b). These results raise
the hypothesis that this C-terminal cytoplasmic segment
of SUR2A may be of crucial importance in connecting
functionally the two subunits of KATP channels, and may
thereby be a signal transmission pathway linking ligand
binding to SUR2A to Kir6.2 gating modulation.
In this study, a chimeric approach between SUR2A
and MRP1 was adopted to assess the functional role
of an extended 82-residue version of this fragment.
We found that responses to KATP channel openers and
MgADP were greatly attenuated. Further studies showed
that this phenotype could be conferred by only three
residues located near the N-terminus of NBD2. Moreover,
mutating these residues did not change channel sensitivity
to blockers, suggesting a role for these residues in activation
– but not inhibition – transduction processes between
SUR2A and Kir6.2.
Parts of this work have been published in abstract form
(Dupuis et al. 2008).
Methods
Molecular biology
Experimental conditions were essentially as previously
described (Moreau et al. 2005a). All constructs were
derived from mouse Kir6.2 (GenBank accession no.
D50581), rat SUR2A (GenBank accession no. D83598)
and human MRP1 (GenBank accession no. L05628) and
subcloned in Xenopus oocyte expression vectors derived
from pGEMHE (Liman et al. 1992). Mutations were
introduced by PCR using the QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) and the coding sequence of
each construct was entirely verified by sequencing. The
exact amino acid composition of SUR2A–MRP1 chimeric
constructs and mutants were: S1M, SUR2A(M1-V1275)
+ MRP1(E1262-R1342) + SUR2A(M1358-K1545);
S2M, SUR2A(M1-V1275) + MRP1(E1262-L1300)
+ SUR2A(R1316-K1545); S3M, SUR2A(M1-V1315)
+ MRP1(R1301-R1342) + SUR2A(M1358-K1545);
S4M, SUR2A(M1-V1275) + MRP1(E1262-E1271)
+ SUR2A(S1286-K1545); S5M, SUR2A(M1-E1285)
+ MRP1(K1272-P1283) + SUR2A(P1299-K1545);
S6M, SUR2A(M1-V1298) + MRP1(P1284-G1291)
+ SUR2A(E1307-K1545); S7M, SUR2A(M1-Q1304)
+ MRP1(V1290-L1300) + SUR2A(R1316-K1545);
SUR2A(EIL/VFY), SUR2A with mutations E1305V,
I1310F and L1313Y; S7M(VFY/EIL), S7M with mutations
V1305E, F1310I and Y1313L; SUR2A(EIL/AAA), SUR2A
with mutations E1305A, I1310A and L1313A.
After amplification and linearization, plasmid DNAs
were transcribed in vitro using the T7 mMessage
mMachine Kit (Ambion) to produce cRNAs for sub-
sequent Xenopus oocyte microinjection.
Oocyte preparation and microinjection
Female Xenopus laevis were anaesthetized with
3-aminobenzoic acid ethyl ester (1 g l−1) for ∼20 min. A
mini-laparotomy was then performed: a small incision
was cut on the side of the abdomen and several ovarian
sacs were removed. The incision was then sutured and
the animal was allowed to recover. Each animal was
used three times and then killed by decapitation. Animal
handling and experiments fully conformed to French
regulations and were approved by local governmental
veterinary services (authorization no. 28-03-15 from
the Ministe`re de l’Agriculture, Direction des Services
Ve´te´rinaires to Michel Vivaudou). Stage V or VI Xenopus
laevis oocytes were defolliculated by a 60 min incubation
at 19◦C in a 2 mg ml−1 type A collagenase solution
(Sigma-Aldrich). Selected oocytes were injected the next
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day with cRNAs encoding wild-type Kir6.2 (2 ng) and
wild-type or chimeric SURs (6 ng). Injected oocytes were
then stored at 19◦C in Barth’s solution (KCl 1 mm, MgSO4
0.82 mm, NaCl 88 mm, NaHCO3 2.4 mm, CaCl2 0.41 mm,
Ca(NO3)2 0.3 mm, Hepes 16 mm, pH 7.4) supplemented
with 100 U ml−1 penicillin, 100 μg ml−1 streptomycin
and 100 μg ml−1 gentamycin.
Electrophysiology
Three to five days after injection, oocytes were
manually devitellinized and channels were characterized
by the patch-clamp technique in the excised inside-out
configuration at room temperature using a RK300
amplifier (BioLogic) and a Digidata 1322A acquisition
system with Axoscope 9 software (Axon Instruments).
Patch pipettes contained: 154 mm K+, 146 mm Cl−, 5 mm
Mg2+ and 10 mm Pipes-KOH (pH 7.1). The cytoplasmic
face of the patch was bathed in solutions containing
174 mm K+, 40 mm Cl−, 1 mm EGTA, 1 mm Mg2+,
10 mm Pipes-KOH (pH 7.1) and methanesulphonate
as the remaining anion. ATP, ADP, SR47063, P1075
and glibenclamide were added as specified. Membrane
potential was held at −50 mV during all experiments.
Application of various solutions to the patch was
performed using a RSC-100 automated sewer pipes system
(Bio-Logic; Vivaudou & Forestier, 1995). Pipe switching
time was set at 250 ms. Data acquisition and analysis were
performed using in-house software. Baseline fluctuations
were removed by interactive fitting with a spline curve and
subtraction of this fit with the signal. Non-linear curve
fittings were performed with Origin software (OriginLab).
The following standard Hill equations were used for fitting.
For activation by openers:
f (|X |) = i0 + imax/[1 + (K1/2/|X |)h] (1)
where |X| is the concentration of activator, i0 is the control
normalized current in absence of activator, imax is the
maximal activator-induced current, K 1/2 the concentration
for half-maximal activation and h the Hill coefficient.
For inhibition by nucleotides and glibenclamide:
f (|X |) = i0/[1 + (|X |/K1/2 )h] (2)
where |X| is the concentration of inhibitor, i0 is the
control normalized current in absence of inhibitor, K 1/2
the concentration for half-maximal inhibition and h the
Hill coefficient.
For combined activation and inhibition by ADP:
f (|ADP|) = i0 + imax/[1 + (Ka1/2/|ADP|)ha ]
×[1 + (|ADP|/Ki1/2 )hi ] (3)
where i0 is the control normalized current in the absence of
ADP, imax is the current that would be obtained if inhibition
was absent, K a1/2 the concentration for half-maximal
activation, ha the Hill coefficient for activation, K 1/2 the
concentration for half-maximal inhibition, and hi the Hill
coefficient for inhibition.
Results are displayed as mean ± s.e.m. Error bars in
figures represent s.e.m. and are only shown if greater than
symbols.
Results
Implication of three C-terminal residues of SUR2A in
KATP channel expression and activation by P1075
The aim of this work was to assess whether the
proximal C-terminal Kir6.2-interacting segment of
SUR2A (Fig. 1A), described by Rainbow et al. (2004a)
as responsible for disrupting association between KATP
channel subunits SUR2A and Kir6.2, could be implicated
in the allosteric transmission processes linking effectors
binding on SUR2A to Kir6.2 gating. In order to address
this question, we pursued an approach based on the
construction of chimeras between the cardiac muscle iso-
form SUR2A and its close homologue the multidrug
resistance protein 1 (MRP1). MRP1 was the ideal candidate
for the development of this kind of strategy because it
is very homologous to SUR isoforms but exerts neither
physical nor functional influence on Kir6.2. In contrast,
SUR2A is exclusively expressed in association with Kir6.2
and is dedicated to its regulation.
Our strategy, illustrated in Fig. 1B, consisted of
co-expressing wild-type or chimeric SUR2A with
wild-type Kir6.2 in Xenopus oocytes. Using the
patch-clamp technique in the inside-out configuration, the
resulting KATP channels were monitored both for maximal
currents (Fig. 1C) and change in activity produced by
a saturating dose (100 μm) of the pinacidil analogue
P1075 (Fig. 1D), as reporters of channel surface expression
and functionality, respectively. As demonstrated in the
following, these two parameters proved appropriate to
discriminate between SUR2A and mutant phenotypes
since nearly all of our constructs gave clear responses
to both assays. As expected, whereas Kir6.2/SUR2A
channels were characterized by nanoamp-amplitude
currents (1150 ± 90 pA), no Kir6.2/MRP1 currents could
be recorded (Fig. 1C). Moreover, in the presence of 100 μm
ATP (sufficient to produce 90% channel inhibition in most
cases) a concentration of 100 μm P1075 strongly activated
the Kir6.2/SUR2A channels (Fig. 1C). P1075 response was
not tested on Kir6.2/MRP1 channels since no currents
were recordable. In the same conditions, we next tested
the S1M chimera, consisting SUR2A with an 82-residue
TMD2–NBD2 region replaced by the homologous part
of MRP1. This first chimera was poorly expressed since
only very small currents could be recorded (72 ± 20 pA).
It was also weakly activated by 100 μm P1075 (Fig. 1C),
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and therefore displayed what we designate as a MRP1-like
phenotype.
We then replaced progressively shorter regions of
SUR2A with their corresponding segments in MRP1. The
S1M segment was split into two equal parts to generate
chimeras S2M and S3M, as illustrated in Fig. 1B. Chimera
S2M displayed the same small currents and weak P1075
activation phenotype, whereas the S3M chimera was found
to produce nanoamp-size currents and to retain full
sensitivity to P1075. The same splitting procedure was
applied to the S2M segment to obtain four chimeras: S4M,
S5M, S6M and S7M, respectively. Chimeras S4M, S5M and
S6M showed a Kir6.2/SUR2A phenotype. This was not the
case for chimera S7M which showed the same MRP1-like
defective phenotype as observed for chimeras S1M and
S2M.
Primary sequence alignments of SUR isoforms and
MRP1 within a 16-residue region encompassing the
S7M segment revealed a high conservation as shown
in Fig. 1E. Three residues within this segment were
found to be similar in SURs but different in MRP1:
E1305, I1310 and L1313 of SUR2A. Alignment of SUR2A
with Sav1866 (Dawson & Locher, 2006) and MsbA
(Ward et al. 2007) reveals that the three residues stand
before (E1305) and within the first β-sheet in the
N-terminus of NBD2 (I1310 and L1313), respectively
(see online Supplemental Fig. 1). These three residues
were swapped between SUR2A and MRP1 to generate
construct SUR2A(EIL/VFY). Figure 1C and D shows
that this construct resembled chimera S7M, with low
currents (49 ± 11 pA) and weak activation by P1075,
leading to the conclusion that mutating these residues is
sufficient to confer a MRP1-like deficient phenotype. To
confirm this hypothesis, we reintroduced the initial SUR2A
residues in the S7M chimera, generating S7M(VFY/EIL).
This construct proved to be fully responsive to P1075
and displayed wild-type-like amplitude currents. This
phenotype reversion validated the essential role of residues
E1305, I1310 and L1313 in current levels and P1075
sensitivity of Kir6.2/SUR2A KATP channels. Mutating
fewer residues proved not to be successful since all
constructs mutated for less than three residues (for
example SUR2A(IL/FY), data not shown) proved to
display intermediate phenotypes.
Two main hypotheses can explain altered P1075
sensitivity. The first one is that mutating these three
amino acids is sufficient to instigate a disruption in the
physical association between SUR2A and Kir6.2 subunits,
which would be in good accordance with previous work
by Rainbow et al. (2004a). The second possibility is
that these three residues stand at the SUR2A–Kir6.2
interface and mediate signal transduction. In order to see
whether side-chain sizes could be of importance in physical
association – in which case reducing their sizes might
restore association and channel activity – we mutated
residues E1305, I1310 and L1313 to alanines, generating
construct SUR2A(EIL/AAA). This construct yielded
much larger currents than Kir6.2/SUR2A(EIL/VFY)
(420 ± 90 pA versus 49 ± 11 pA, respectively) but was
significantly less activated by P1075 than wild-type
channels (Student’s t test; P < 0.00001) (Figs 1C, and 2A
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(K1/2 = 4.0 μM)
Kir6.2/SUR2A
(K1/2 = 6.5 μM)
Figure 2. Mutation to alanines of residues E1305, I1310 and
L1313 in SUR2A reduces drastically the extent of activation by
P1075 without changing affinity
A and B, representative patch-clamp recordings illustrating the
responses of wild-type (A) and SUR2A(EIL/AAA) (B) channels to 10 μM
P1075 in the presence of 100 μM ATP. C, mean P1075 dose–response
relationships for Kir6.2/SUR2A () and Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) () in
the presence of 100 μM ATP. Currents were normalized to the current
measured in 0 ATP before application of ATP and opener. Each point
represents data from 6 patches for Kir6.2/SUR2A and 8 patches for
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Fitting using eqn (1) yielded
K1/2 = 6.5 ± 1.3 μM (h = 1.1 ± 0.2) for Kir6.2/SUR2A and
K1/2 = 4.0 ± 1 μM (h = 0.94 ± 0.2) for Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA).
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and B). This result suggests that physical association is
near normal in the SUR2A(EIL/AAA) construct, but that
P1075 binding or functional coupling is altered by the
triple mutation.
To examine whether mutagenesis altered drug





































(K1/2 = 7.7 μM)
Kir6.2/SUR2A 
(K1/2 = 13.2 μM) 
Figure 3. SUR2A(EIL/AAA) channels show severe SR47063
activation defects without change in affinity
A and B, representative patch-clamp recordings illustrating the
responses of wild-type and SUR2A(EIL/AAA) channels to 100 μM
SR47063 in the presence of 100 μM ATP. C, mean SR47063
dose–response relationships for Kir6.2/SUR2A () and
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) () in the presence of 100 μM ATP. Currents
were normalized to the current measured in 0 ATP before application
of ATP and opener. Each point represents data from 3 patches for
Kir6.2/SUR2A and 5 patches for Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Fitting using
eqn (1) yielded K1/2 = 13.2 ± 1.1 μM (h = 1.61 ± 0.2) for
Kir6.2/SUR2A and K1/2 = 7.7 ± 0.7 μM (h = 2.2 ± 0.4) for
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA).
to increasing P1075 concentrations to evaluate affinity
(Fig. 2C). P1075 apparent affinities appeared to
be very similar for Kir6.2/SUR2A (K 1/2 = 6.5 μm),
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) (K 1/2 = 4.0 μm), and
Kir6.2/SUR2A(EIL/VFY) (K 1/2 = 8.0 μm, data not
shown) channels suggesting that mutations did not alter
P1075 binding to SUR2A.
SUR2A(EIL/AAA) channels show severe SR47063
activation defects without change in drug affinity
We also tested the ability of the SUR2A(EIL/AAA) mutant
to respond to SR47063, another KATP channel opener from
the benzopyran family. In the presence of 100 μm ATP,
100 μm SR47063 robustly activated the Kir6.2/SUR2A
channels but activated Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
channels to a much lesser extent (14.3 ± 1.3- versus
4.7 ± 0.6-fold activation, respectively, P < 0.000001, data
not shown) as illustrated in Fig. 3A and B. Both mutant
and wild-type channels were submitted to increasing
concentrations of SR47063, and dose–response curves
indicated little difference in SR47063 apparent affinity
between Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) (K 1/2 = 7.7 μm),
Kir6.2/SUR2A(EIL/VFY) (K 1/2 = 7 μm, data not shown)
and Kir6.2/SUR2A (K 1/2 = 13.2 μm), suggesting that
mutations did not alter SR47063 binding to SUR2A.
Therefore, it seems as if Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
channels are no longer able to convert SR47063 binding
at SUR2A into Kir6.2 activation.
E1305, I1310 and L1313 triple mutations in SUR2A
abolish MgADP activation
In the cell environment, KATP channels are physio-
logically activated by MgADP. Both Kir6.2 and SUR2A
possess cytoplasmic nucleotide-binding domains that are
inhibitory and activatory, respectively. For submillimolar
MgADP, the balance of the two effects leans toward
activation. Subunit uncoupling should shift the effect
of MgADP toward inhibition. The MgADP response of
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) channels was therefore tested
and compared to that of wild-type channels and of
Kir6.2 channels truncated of their 36 C-terminal residues
(Kir6.2C36) that form SUR-less channels (Tucker et al.
1997). As shown in Fig. 4, wild-type channels were strongly
activated by 100 μm MgADP whereas SUR2A(EIL/AAA)
channels were clearly inhibited, much like Kir6.2 alone.
Over the full range of ADP, wild-type channels are
activated at the lower concentrations and inhibited at
the higher concentrations reflecting the combination of
SUR-mediated activation and Kir6.2-mediated inhibition.
For SUR2A(EIL/AAA) channels, activation is abolished
and ADP only retains its inhibitory effect. Therefore, our
results suggest that SUR2A(EIL/AAA) channels behave
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towards MgADP as if SUR2A was still physically present
but unable to balance MgADP inhibitory action on Kir6.2
by exerting its activating influence anymore.
Inhibitory mechanisms are not affected by
E1305/I1310/L1313 triple mutations
Having tested a range of channel activators, which
were all inefficient at activating Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
channels, we examined their sensitivities to the inhibitory
actions of ATP and glibenclamide. As illustrated in Fig. 5A,
patches were first exposed to increasing concentrations
of ATP. Kir6.2/SUR2A channels were blocked by ATP
with a K i of 15 μm, and Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
channels proved to have a very similar K i of
12.1 μm, showing no real difference in ATP inhibition
sensitivity between both channel populations. Moreover,
application of 300 nm glibenclamide, a dose sufficient
to produce 90% inhibition of Kir6.2/SUR2A channels
(Fig. 5B), induced a clear wild-type-like inhibition of














































































Figure 4. E1305, I1310 and L1313 triple mutations
in SUR2A abolish MgADP activation
A–C, representative currents recorded in inside-out
patches from Xenopus oocytes expressing either
Kir6.2/SUR2A (A), Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) (B) or
Kir6.2C36 (C). MgADP (100 μM) was applied in the
absence of ATP. D, average normalized currents for
Kir6.2/SUR2A, Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) and Kir6.2C36
measured before (open bars) and after (filled bars)
application of 100 μM MgADP in the absence of
nucleotides. Numbers above bars indicate the number
of patches included in the averages. E, MgADP
dose–response relationships for Kir6.2/SUR2A () and
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) () in the absence of ATP.
Currents were normalized to the current measured in 0
ATP. Each point represents data from 5 to 15 patches
for Kir6.2/SUR2A and 5–14 patches for
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Fitting of eqn (3) to the
Kir6.2/SUR2A data yielded Ka1/2 = 124 ± 9 μM
(ha = 0.94 ± 0.03) and K i1/2 = 230 ± 6 μM
(hi = 1.93 ± 0.05). Fitting of eqn (2) to the
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) data yielded
K1/2 = 152 ± 16 μM (h = 1.6 ± 0.2).
(data not shown) and the presence of ATP (10 μm).
As illustrated in Fig. 5C, glibenclamide sensitivity
was similar for both Kir6.2/SUR2A (K i = 16 nm)
and Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) (K i = 8.2 nm) channels.
Unchanged sensitivities both for ATP and glibenclamide
raise the conclusion that inhibitory mechanisms are
probably unaffected by mutations E1305/I1310/L1313 to
alanines.
Discussion
Within the KATP channel complex, little information
is available on the molecular mechanisms involved in
cross-regulation of both subunits, and it remains unclear
how nucleotide or drug binding to SUR is converted into
Kir6.2 gating modulations. In this study, we identified
three SUR2A residues, E1305 I1310 and L1313, that
are intimately involved in KATP channel activation both
by K+ channel openers (P1075, SR47063) and MgADP.
These residues could possibly form part of a transduction
pathway functionally coupling SUR2A and Kir6.2 subunits
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(K1/2 = 16 nM)
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
(K1/2 = 8.2 nM)
Figure 5. SUR2A(EIL/AAA) channels respond like wild-type to ATP and glibenclamide
A, ATP dose–response relationships for Kir6.2/SUR2A () and Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) (). Currents were normalized
to the current measured in 0 ATP. Each point represents data from 21–44 patches for Kir6.2/SUR2A and
8–28 patches for Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Fitting of eqn (2) yielded K1/2 = 15 ± 0.7 μM (h = 1.39 ± 0.07) for
Kir6.2/SUR2A and K1/2 = 12.1 ± 0.9 μM (h = 1.01 ± 0.05) for Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). B, representative currents
recorded in inside-out patches from Xenopus oocytes expressing either Kir6.2/SUR2A or Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA).
Glibenclamide (300 nM) was applied in the presence of 10 μM ATP. C, glibenclamide dose–response relationships
for Kir6.2/SUR2A () and Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) () in the presence of 10 μM ATP. Currents were normalized to
the current measured in 0 ATP. Each point represents data from 5–12 patches for Kir6.2/SUR2A and 4–7 patches
for Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Fitting of eqn (2) yielded K1/2 = 16 ± 9.5 μM (h = 1.04 ± 0.6) for Kir6.2/SUR2A and














Figure 6. TMD2–NBD2 linker as a common pathway for
activator between SUR2A and Kir62
In this highly schematic model of the Kir6.2–SUR2A complex, both
TMD0 and TMD2 interact with Kir6.2 and contribute to signal
transmission. Binding of KCOs (P1075, SR47063) at transmembrane
helix 17 of TMD2 or MgADP at NBD2 triggers Kir6.2 activation
through a cytoplasmic link between SUR2A C-terminus and Kir6.2
cytosolic regions.
through the cytosolic segment of SUR2A interconnecting
transmembrane helix 17 to NBD2.
Residues E1305, I1310 and L1313 are critical for
SUR2A–Kir6.2 association
The critical role of residues E1305, I1310 and L1313
was discovered by following a systematic chimeric
strategy designed to address the question whether
a TMD2–NBD2 interconnecting fragment of SUR2A
previously described to be in interaction with Kir6.2
could play a role in channel expression and regulation.
Chimeras incorporating progressively shorter fragments
of MRP1 in a SUR2A background led to the finding that
these three residues are associated with a reduction in
channel expression. This expression defect agrees with the
observations of Rainbow et al. (2004a) and argues in favour
of these residues being part of a critical Kir6.2-interacting
region. Nevertheless, we observed that replacing E1305,
I1310 and L1313 by AAA rather than VFY had less drastic
consequences on surface expression as shown by the larger
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SUR2A(EIL/AAA) currents. It is noteworthy that mutation
of SUR1 l1350 – cognate to SUR2A L1313 highlighted here
– to a glutamine (L1350Q) is found in patients suffering
from congenital hyperinsulinism and seems to induce the
disease by preventing surface expression of KATP channels
in pancreatic β-cells (Yan et al. 2007). Taken together, these
results show that residues E1305, I1310 and L1313 are not
absolutely essential for physical association, since mutating
them to alanines only partly alters surface expression, but
suggest that they are likely to stand at the interface between
SUR2A and Kir6.2.
Proximal C-terminus of SUR2A is involved in the
activation processes linking ligand binding to SUR2A
and Kir6.2 gating modifications
Since all SUR–Kir6.2 interfacing regions represent
potential transduction pathways to be explored, as
illustrated by the involvement of Kir6.2-interacting
TMD0/L0 in channel gating (Fang et al. 2006), the
question arose of the role of the three previously
identified residues in channel regulation. Characterization
of Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) channels revealed that
responses to the pinacidil analogue P1075, to the
cromakalim analogue SR47063 and to the physiological
KATP channel activator MgADP were drastically reduced
compared to wild-type. Since the experiments performed
were purely functional, we asked whether these residues
act at the binding step or at the transducing step between
binding and channel activation. The former hypothesis is
not improbable since the mutated residues lie in proximity
to the presumed KATP channel openers (KCOs) and ADP
binding sites, located at transmembrane helix 17 (Moreau
et al. 2000) and NBD2 (Matsuo et al. 2005), respectively.
For synthetic openers, this hypothesis is contradicted by
the experimental evidence showing that triple mutations
induced no significant changes in affinity. For ADP,
activation being abolished, it is not possible to compare
affinities and it is conceivable that ADP unresponsiveness
could arise from an altered interaction with the NBDs.
However, the fact that both KCOs and MgADP were
similarly affected by the triple mutations even though they
probably bind to distinct sites on SUR argues in favour of
a perturbation of a common pathway downstream of the
binding sites. We therefore feel that the most appropriate
interpretation of our results is that residues E1305, I1310
and L1313 are part of the transducing machinery linking
effectors binding to SUR and Kir6.2 activation.
One may point out that, if the S7M chimera remained
weakly responsive to KCOs (Fig. 1D), mutation of
these three residues did not completely abolish the
responses to P1075 and SR47063, suggesting that other
unknown determinants exist in the proximal region
investigated. Anyhow, the residual effects were very weak,
implying that these other determinants are of minor
importance compared with residues E1305, I1310 and
L1313. Conversely, restoration of these residues in the
S7M MRP1-like phenotype chimera was sufficient to
reverse the unresponsiveness to activators and restored
both KCOs and MgADP activation as shown for
P1075 (data not shown for SR47063 and MgADP).
While we are aware of the pitfalls of overinterpreting
mutagenesis results, the combination of experiments
showing both loss-of-function in the SUR2A context
and gain-of-function in the S7M chimera context argues
strongly in favour of the implication of residues E1305,
I1310 and L1313 in the activation processes instigated by
KCOs and MgADP.
KATP channel activation and inhibition processes may
rely on distinct transduction pathways
To date, KATP channel activation and inhibition processes
are poorly understood, and it is hard to define whether
they rely on a single or multiple pathways linking
SUR2A and Kir6.2. Recently, an aspartate/glutamate-rich
stretch located after NBD1 in SUR2A (residues 948–962)
was described as critical both for activation (MgADP,
KCOs) and inhibition (glibenclamide) processes (Karger
et al. 2008). This stretch could form part of a common
transduction pathway in association with either the TMD0
domain or/and the C-terminal region investigated in our
work, which were both reported to interact with Kir6.2.
However, we surprisingly observed that mutating the
proximal C-terminus of SUR2A resulted in impaired KATP
channel activation but not inhibition. Indeed, contrary to
activators (MgADP, KCOs), both ATP and glibenclamide
inhibition were unaffected by our mutations. These
observations definitely invalidate a single-pathway model
and are much more in accordance with the idea
that multiple transduction pathways functionally linking
SUR2A to Kir6.2 may exist: one for activation processes,
which we believe act through the SUR2A TMD2–NBD2
linker (Fig. 6), and distinct pathways for inhibition
processes which could implicate the TMD0 domain.
Only a representative sample of effectors was tested
here, and whether other functional processes act through
yet unknown pathways remains to be determined and
will require further investigations. However, these results
suggest that, within the KATP channel complex, the
proximal C-terminus of SUR2A is a critical link between
ligand binding to SUR and Kir6.2 up-regulation.
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Nanoscale electrical biosensors are promising tools for
diagnostics and high-throughput screening systems. The
electrical signal allows label-free assays with a high signal-to-
noise ratio and fast real-time measurements. The challenge in
developing such biosensors lies in functionally connecting a
molecule detector to an electrical switch. Advances in this field
have relied on synthetic ion-conducting pores1 and modified
ion channels2–4 that are not yet suitable for biomolecule
screening. Here we report the design and characterization of a
novel bioelectric-sensing platform engineered by coupling an
ion channel, which serves as the electrical probe, to G-protein-
coupled receptors (GPCRs), a family of receptors that detect
molecules outside the cell. These ion-channel-coupled
receptors may potentially detect a wide range of ligands
recognized by natural or altered GPCRs5,6, which are known to
be major pharmaceutical targets7. This could form a unique
platform for label-free drug screening8.
A natural sensor of cell metabolism is the adenosine
triphosphate (ATP)-sensitive potassium channel (KATP), which is
made up of two structurally unrelated membrane proteins: the
inward-rectifier Kþ channel, Kir6.2, and the sulfonylurea receptor
(SUR)9. In the KATP channel, Kir6.2 and SUR are functionally
coupled so that binding of metabolites or pharmacological agents
to SUR modulates the opening and closing of Kir6.210,11. Inspired
by this rather unique design, we postulated that, if SUR could be
replaced by another receptor such as a G-protein-coupled
receptor (GPCR), an ion channel sensitive to GPCR ligands
could be created and utilized to convert chemical information
into an electrical signal (Fig. 1a and b).
The first ion-channel-coupled receptors (ICCRs) were created
between a well-studied GPCR known as the muscarinic M2
receptor, which, in the heart, acts to slow down the heart rate
after stimulation, and Kir6.2 (ref. 12). In addition to being a part
of the KATP channel, Kir6.2 is a relatively simple, well-studied K
þ
channel that has the unique signature of being inhibited by
intracellular ATP (ref. 13). This convenient feature provides a
straightforward way to identify the channel and control its open
probability. To coerce M2 and Kir6.2 into a dialogue, we created
fusion proteins by attaching the cytosolic carboxy-terminus
(C-ter) of the receptor to the amino-terminus (N-ter) of the ion
channel. The linkage was engineered either by the addition of
hexaglycines or by short terminal deletions (Fig. 2a) that we
reasoned might favour physical cross-talk. Initially, we used
Kir6.2 with its last 36 residues14 deleted (designated KD) to
eliminate an endoplasmic reticulum retention signal that prevents
expression of Kir6.2 at the cell surface when it is not associated




















Figure 1 Principle of ion-channel-coupled receptors (ICCRs). a, Upon
binding of its ligand at an extracellular site, a transmembrane G-protein-coupled
receptor (GPCR) adopts a new conformation that triggers activation of
intracellular G-proteins. b, In an ICCR, the GPCR is attached to an ion channel in
such a way that both proteins are mechanically coupled. When the GPCR binds a
ligand and changes conformation, this change is directly transmitted to the
channel and results in a change in gating and in the ionic current through the
channel (see Supplementary Information).
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recordings (Fig. 2c) indicated that fusion proteins with (M2-K)
or without (M2-KD) retention signals had comparable
surface expression levels. Consequently, all fusion proteins were
created with an intact Kir6.2 C-ter, and N-ter deletions were
limited to 30 amino acids because larger deletions abolish
channel function16,17, possibly through structural contacts
between the N- and C-ter of Kir6.2. These deletions did not
affect the surface expression and ATP sensitivity of Kir6.2 in
the cells (Fig. 2c and d). In contrast, further deletions in the
M2 C-ter (M2-K5–20, M2-K10–20 and M2-K20–20) progressively
impaired surface expression.
Is the attached receptor able to modulate Kir6.2 activity?
Application of the M2 endogenous ligand, acetylcholine (ACh),
to ICCRs induced different Kir6.2 responses as shown in Fig. 3.
Although ACh weakly inhibited current when both the channel
and the receptor were expressed separately (M2 þ KD), it
progressively activated ICCRs with increasing N-ter deletions up
to 25 residues. Activation was lost when the linker was further
shortened by 30 residues (Fig. 3a–c). Deletions in M2 C-ter were
not advantageous: M2-K5–20 responded like M2-K0–20 and
M2-K10–20 resembled M2 þ KD (Fig. 3a). Because the M2
integrity could be compromised in the fusion constructs
(especially in the unresponsive constructs), we verified that the
fused M2 could still bind ACh and activate G-proteins. This was
assayed using an additional channel, the Kir3.4* (a Kir3.4 with
mutation S143T18), that can be stimulated by receptor-generated
activated G-proteins (see Supplementary Information, Fig. S1), as
a probe. Like Kir6.2, M2 retains its function in the fusion
constructs, and the shortening of the linker only dictates how
efficiently the ligand-induced conformational changes of M2 are
transmitted to the Kir6.2 gate. An optimal efficiency was
achieved with 25 residues deleted from the Kir6.2 N-ter.
For the various M2-K constructs, we determined the
concentration-dependent activation by carbachol (CCh), a
muscarinic agonist. CCh activated the ACh-sensitive M2-K fusion
proteins (Fig. 3c) with half-maximal effective concentration EC50 
2 mM. Similar values have been measured in functional19 and
binding assays (http://www.gpcr.org/7tm/ligand/Seeman/allmusc.
html) although comparison with published values is problematic
because these are dispersed over several orders of magnitude. We
next tested the effect of atropine, a muscarinic antagonist that
prevents the receptor activation, and found that it reversibly
suppressed the ACh activation of M2-K0–20 and M2-K0–25 (see
Supplementary Information, Fig. S2). Thus, Kir6.2 constitutes a
reliable electrical probe of M2 receptor activity as it is capable of
detecting both the activated and inactivated states of the GPCR.
Is the ligand regulation of the ICCR gating due to a direct
conformational coupling between the GPCR and the channel?
The M2 receptor is predominantly coupled to the pertussis toxin
(PTX)-sensitive G-proteins Gi/o. Kir6.2 was previously reported
to be weakly activated by G-protein pathways involving
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Figure 2 Design and expression of fusion proteins. a, Sequences of the region linking GPCRs and Kir6.2 for each construct. a-helix H8 and b-bridge b1 are
predicted from the structures of the b2 receptor and Kir3.1. b, Transmembrane view of a molecular model of the M2–Kir6.2 tetramer with front and back monomers
removed. c, Basal currents in the first minute of TEVC recordings from oocytes expressing the indicated proteins. *P , 0.025 and **P , 0.0001 represent significant
differences with non-injected oocytes. d, Inside-out patch current versus cytoplasmic ATP. Lines are Hill equation fits (h ranged from 0.93 to 1.09; EC50 in parentheses).
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potential contribution of these pathways to the effects of ACh on
M2-K0–20 and M2-K0–25, we inactivated G-proteins by co-
expressing the catalytic domain of PTX18. Although PTX
abrogated the G-protein-dependent activation by ACh of Kir3.4*,
it did not significantly affect the ACh activation of M2-K0–20 and
M2-K0–25 (see Supplementary Information, Fig. S3). Thus,
activation of M2-K fusion proteins appears largely independent
of the activation and release of receptor-associated G-proteins or
any subsequent enzymatic signals. Another evidence of the direct
communication between M2 and Kir6.2 in functional ICCRs
appears in Supplementary Information, Fig. S1. Indeed, this
experiment demonstrates that ACh-insensitive ICCRs possess a
functional receptor that is able to upregulate Kir3.4* through the
release of G-proteins, but these activated G-proteins have no
effects on the embedded Kir6.2 when ICCRs are expressed alone
(see Supplementary Information, Fig. S1a and b). As further
evidence, we characterized ICCRs in cell-free conditions using
excised patch clamp techniques. These techniques extract a piece
of plasma membrane and, depending on membrane orientation,
expose cytosolic (inside-out) or extracellular (outside-out)
binding sites. Outside-out experiments are suitable for
application of extracellular ligands, and results shown in Fig. 3d
reveal the specific ACh activation of M2-K0–25 both in the
presence and absence of co-expressed PTX. As observed in two-
electrode voltage clamp (TEVC) recordings, the ACh activation in
cell-free conditions was dose-dependent, with EC50 in the
micromolar range (Fig. 3e), and was reversed by atropine
(Fig. 3f ). The evidence therefore rules out an involvement of
G-protein signalling in ICCR responses and suggests that the
ligand-dependent modulation of ICCRs involves a direct link
between the receptor and the channel.
Can the ICCR concept be extended to other GPCRs? Having
engineered functional ICCRs with M2 and Kir6.2, we proceeded
to build ICCRs using the dopaminergic D2 receptor. This
receptor was chosen for its short (9-residue shorter) C-ter
domain homologous to the human M2 C-ter. We used the
optimum linker length determined for M2-K and directly created
the D2-K0–25 fusion protein (Fig. 2a). As expected, switching
GPCRs in fusion proteins induced a change in the ligand
selectivity of ICCR responses as shown in Fig. 4a. M2-K0–25 is
sensitive to ACh and insensitive to dopamine, whereas D2-K0–25
is insensitive to ACh but is sensitive to dopamine, its
endogenous agonist. Surprisingly, dopamine did not induce
activation but caused a robust, reversible inhibition (Fig. 4). This
inhibition of D2-K0–25 was concentration-dependent, was
reproduced with quinpirole, a stable dopaminergic agonist, and
could be prevented by the antagonist sulpiride (Fig. 4c–e). Like
M2, the fused D2 receptor retained the capacity to activate
G-proteins as reported by Kir3.4* stimulation upon dopamine
application (Figs 4b and 5). Therefore, D2-K0–25 appears as
another GPCR–Kir6.2 fusion protein sensitive to agonists and






































































































































































Figure 3 Receptor–channel coupling in M2-based ICCRs. a, Changes in whole-cell current evoked by ACh (5mM). *P , 0.01 and **P , 0.0005 represent
significant differences from 0. b, TEVC recordings of M2-K0 – 25 and M2-K0 – 30. c, Whole-cell current change versus CCh. Lines are Hill equation fits with EC50 in
parentheses and h ¼ 1.5, 0.9 and 0.8 for M2-K, M2-K0 – 20 and M2-K0 – 25, respectively. d, Outside-out patch recordings. ATP (100 mM for M2-K0 – 25 þ PTX, 300mM
otherwise) was added to the pipette solution. e, Increase in outside-out current versus ACh for M2-K0 – 25 þ PTX. Hill equation fit (line) yielded EC50 ¼ 1.25mM and
h ¼ 0.91. f, Change in outside-out current induced by 5mM ACh before and during application of 1mM atropine for M2-K0 – 25 þ PTX.
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biosensors. Interestingly, although both receptors couple to the same
Gi/o proteins, the consequences of their activation on Kir6.2 are
opposite, suggesting differences in agonist-induced conformational
changes, at least in the channel-attached C-ter region which is not
a critical determinant of G-protein selectivity22. Because isolated
Kir6.2 and GPCR proteins do not communicate in co-expression
experiments, the mechanism of the Kir6.2 gating control by the
GPCRs must arise from the physical linkage between the two
proteins. A possible scenario could be that extracellular ligand
binding allosterically displaces GPCR intracellular helix H85,23.
This movement propagates to the Kir6.2 N-ter through the
engineered link between the two proteins, and to the Kir6.2
cytoplasmic helix, known to move in concert with the channel
gate24, or to the C-ter cytoplasmic pore via contacts between N-ter
and C-ter25 (Fig. 2b). These interactions tilt the open/close
conformation energy barrier, hence altering open probability.
Such a mechanism is reminiscent of that proposed for
voltage-dependent Kþ channels26 where the pore, topologically
similar to Kir6.2, is connected to the voltage-sensing region by a
loop, like the GPCR in ICCRs, and where voltage-induced motion
of the voltage sensor causes a tilt of the cytoplasmic helix that
opens the pore.
In conclusion, we have established that gating of an ion
channel can be tied to the binding of a ligand to an attached
GPCR using relatively simple protein engineering. The resulting
ICCRs generate a proportionate, specific and reversible electrical
signal upon application of various GPCR ligands in whole-cell
as well as cell-free conditions. Following this strategy, we
may envision the creation of a library of ion-channel-coupled
GPCRs that could be suitable for integration in cell lines
or lipid-coated nanopores with applications in multiplex
diagnostics, drug screening or real-time detection systems.
ICCRs would constitute a complementary alternative to
currently developed cell-free GPCR screening assays27 that
generally utilize fluorescence, surface plasmon resonance and
other spectroscopic measurements. With a theoretical resolution
of a single binding event, an inexpensive operation with
commonplace reagents such as ionic salts and nucleotides,
and the ability to directly transduce chemical information


















Figure 5 The fused D2 receptor remains functional. a, Inhibition by 5 mM
dopamine of D2-K0 – 25 whole-cell currents. b, Idem with co-expressed Kir3.4*.
Note the different scales in panels (a) and (b). c, Interpretation of panel
a: dopamine binding to D2 induces Kir6.2 inhibition through direct interaction.
d, Interpretation of panel b: dopamine binding to D2-K0 – 25 causes the G-protein
activation and opening of Kir3.4* by the released Gbg subunits. Because Kir3.4*
currents were typically .5-fold larger than D2-K0 – 25 currents, any decrease in















































































































Figure 4 D2-based ion-channel-coupled receptors. a, Whole-cell current
responses of M2-K0 –25 (upper panel) or D2-K0– 25 (lower panel) to 5mM ACh and
dopamine. b, Dopamine-evoked change in whole-cell currents for the specified
proteins. D2-K0–25 and D2-K0– 25 þ Kir3.4* values were significantly different from
D2 þ KD and 0, respectively (*P , 0.00005). c, Concentration-dependent inhibition
by dopamine of D2-K0– 25 after correction for KD block (see Supplementary
Information). Hill equation fit (line) yielded EC50¼ 73 nM and h ¼ 0.7. d, Idem for
quinpirole (EC50¼ 2.3mM; h ¼ 0.7). e, Effects of the D2 agonist quinpirole (5mM)
and antagonist sulpiride (5mM) on D2-K0 –25 whole-cell currents.
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We used mouse Kir6.2, human Kir3.4, human muscarinic M2 receptor and
human long dopaminergic D2 receptor. GPCR–Kir6.2 fusion proteins were
created by insertion of the GPCR coding sequence at the 50 end of the Kir6.2 gene
cloned in a xenopus oocyte expression vector derived from pGEMHE28.
In a first PCR reaction, the GPCR gene was amplified with hybrid primers
complementary to the GPCR sequence at one extremity and the sites of insertion
in pGH2–Kir6.2 at the other. The products of this reaction were gel-purified and
served as primers for a second PCR with pGH2–Kir6.2 as a template, yielding
pGH2–GPCR–Kir6.2. Using this construct as a template, other constructs with
shortened GPCR–Kir6.2 linkers were obtained by deletion of the appropriate
codons with a single PCR reaction with hybrid primers flanking the deletion29.
Reagents and conditions are from the QuikChange site-directed mutagenesis kit
(Stratagene). Valid clones were identified by restriction enzyme profiling and
verified by sequencing of the full open reading frame. cRNAs were produced
in vitro with the T7 mMessage mMachine Kit (Ambion), purified by standard
phenol:chloroform extraction and quantified by agarose-gel electrophoresis
and spectrophotometry.
HETEROLOGOUS EXPRESSION
Expression of the engineered proteins in Xenopus oocytes has been described
elsewhere11,28. Briefly, oocytes defoliculated by collagenase treatment were
microinjected with 50 nl of water containing one or a mixture of the following
quantities of cRNA: GPCR–Kir6.2, 5 ng; Kir3.4*, 2 ng; Kir6.2DC36, 2 ng; PTX–
S1, 1 ng; M2, 2 ng; D2, 2 ng. Oocytes were incubated in individual wells in
Barth’s solution for at least 48 h at 19 8C before characterization. Because of the
inherent variability of the oocyte expression system, related experiments (for
example, with and without PTX) were alternated and performed on the same
days with the same batches of oocytes.
CHEMICALS
All chemicals were from Sigma-Aldrich. Solvent and concentration of stock
solutions were: ACh (chloride salt), water, 0.5 and 250 mM; atropine, ethanol,
1 mM; CCh (chloride salt), water, 5 and 250 mM; dopamine (dopamine
hydrochloride), water, 5 and 250 mM; niflumic acid, dimethyl sulphoxide
(DMSO), 300 mM; quinpirole ((2)-quinpirole hydrochloride), water, 5 and
25 mM; sulpiride ((S)-(2)-sulpiride), DMSO, 5 mM.
ELECTROPHYSIOLOGICAL RECORDINGS
Excised inside-out patch-clamp recordings were performed with symmetrical
150 mM Kþ as previously described11,28. In the outside-out configuration,
solutions were identical except that bath and pipette solutions were swapped and
the pipette was supplemented with 1 mMMgCl2 and ATP as specified to induce a
partial block of Kir6.2 channel activity. Whole-cell currents were measured using
TEVC recordings. Microelectrodes were filled with 3 M KCl, and oocytes were
bathed in a solution having 91 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM
HEPES (pH 7.4) and 0.3 mM niflumic acid to block endogenous chloride
currents. Unless otherwise specified, the concentration of GPCR ligands was
5 mM, except for atropine which was 1 mM. Ba2þ (BaCl2) concentration was
always 3 mM, a concentration sufficient to fully block Kir6.2 and Kir3.4*
currents. The TEVC bath perfusion system was upgraded during the project to
allow faster solution exchange, explaining timescale differences in some figures.
Nonetheless, solution exchange required several seconds and largely dominates
the kinetics of the observed responses. The TEVC voltage protocol consisted of
500-ms steps to 250, 0 and þ50 mV—during which current was measured—
repeated every 5 s and the holding potential was 0 mV. Only the values
measured at 250 mV are shown in the figures. Average values are presented
as mean+s.e.m. Statistical significance was established with unpaired
two-tailed Student’s t-tests. The experimental data points obtained at various
concentrations of activating or inhibiting ligands were normalized to those
values obtained in the absence of a ligand. Nonlinear least-square curve-fitting
was then carried out using a standard Hill equation:
f ðxÞ ¼ Max½1þ ðEC50=xÞh
;
where x is the concentration of a ligand, Max the asymptotical maximal effect,
EC50 the concentration for half-maximal effect and h the Hill coefficient.
Ba2þ was used as a generic Kþ channel blocker. Per cent changes in current
were calculated with respect to the baseline extrapolated from the measurements
of Ba2þ-sensitive currents before and after agonist application. This method
emphasizes reversibility and provides an underestimate of the true effects. For
dose–response data, which were acquired by applying sequentially increasing
concentrations of modulator to the same patch or oocyte, changes in current
could only be measured with respect to the current before application, yielding
somewhat larger values.
MOLECULAR MODELLING
Procedures are detailed in the Supplementary Information.
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Les canaux potassiques sensibles à l’ATP (KATP) jouent un rôle primordial dans la sécrétion pancréatique d’insuline 
et participent au contrôle du tonus vasculaire ainsi que de l’excitabilité des cellules musculaires cardiaques et 
neuronales. Constitués de l’assemblage unique d’un récepteur membranaire de la famille des transporteurs ABC, le 
récepteur des sulphonylurées SUR, et d’un canal potassique rectifiant entrant, Kir6.2, ces canaux couplent le 
métabolisme cellulaire au potentiel membranaire et constituent en ce sens un modèle naturel de biocapteur. 
Le caractère unique de cet assemblage tient au fait que SUR est capable de réguler l’activité de Kir6.2 suite à la 
fixation de ligands: nucléotides, activateurs ou inhibiteurs pharmacologiques. Nous nous sommes intéressés aux 
déterminants moléculaires intervenant dans le couplage fonctionnel de SUR au canal Kir6.2. Utilisant une stratégie 
chimérique, nous avons identifié une région C-terminale de l’isoforme SUR2A essentielle aux mécanismes 
d’activation du canal, assurant le lien entre la fixation de ligands à SUR et l’ouverture de Kir6.2. 
Nous avons également utilisé notre connaissance du modèle du canal KATP pour développer un nouveau type de 
biocapteur électrique, les Ion Channel Coupled Receptors (ICCR), fondé sur le couplage fonctionnel artificiel entre 
Kir6.2 et des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Par ingénierie protéique, nous avons créé deux modèles 
d’ICCR impliquant respectivement les récepteurs muscarinique M2 et dopaminergique D2: la fixation d’agonistes 
ou antagonistes spécifiques sur ces récepteurs entraîne une activation ou une inhibition du canal mesurables 









ATP-sensitive potassium channels (KATP) play a critical role in pancreatic insulin secretion and participate in the 
vascular tone control as well as cardiac myocyte and neuron excitability. Formed by the unique association of a 
membrane receptor of the ABC transporters family, the sulfonylurea receptor SUR, and an inward rectifier 
potassium channel, Kir6.2, they couple the membrane potential to the cell metabolism. Therefore, they can be 
considered as a natural example of biosensor. 
The unique property of this complex is that SUR adjusts Kir6.2 gating as a function of physiological and 
pharmacological ligands (nucleotides, synthetic activators and inhibitors). We addressed the question of identifying 
the molecular elements underlying functional coupling between SUR and Kir6.2. Following a chimerical strategy, 
we identified an essential C-terminal region of isoform SUR2A which functionally links ligand binding to SUR to 
Kir6.2 upregulation. 
Using our knowledge of the KATP model, we also developed a new type of electrical biosensor, Ion Channel 
Coupled Receptors (ICCRs), based on the artificial functional coupling of Kir6.2 with G-protein coupled receptors 
(GPCRs). Using protein engineering, we created two prototypes of ICCRs based on the muscarinic M2 and 
dopaminergic D2 receptors: agonist or antagonist binding to these receptors leads to real-time electrically 
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